Aus der Abteilung fur Veterinar-Pathologie,

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA)/Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) Rio de Janeiro, Brasilien

und aus dem Institut fir Veterinar-Pathologie

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Vergleichende klinische und morphologische
Untersuchungen zur spontanen und experimentellen
Vergiftung durch Ipomoea fistulosa (Convolvulaceae)

bei Ziegen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
beim Fachbereich Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Eingereicht von
Anibal G. Armién M.

Tierarzt aus Panama-Stadt

GielRen 2000



Aus der Abteilung fur Veterinar-Pathologie,

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/ (EMBRAPA)/Universidade
Federal Rural de Rio de Janeiro (UFRRJ) Rio de Janeiro, Brasilien

und aus dem Institut fur Veterinar-Pathologie

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Betreuer: Prof. Dr. K. Frese

Vergleichende klinische und morphologische
Untersuchungen zur spontanen und experimentellen
Vergiftung durch Ipomoea fistulosa (Convolvulaceae)

bei Ziegen

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
beim Fachbereich Veterinarmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Eingereicht von
Anibal G. Armién M.

Tierarzt aus Panama-Stadt

GielRen 2000



Mit Genehmigung des Fachbereiches Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Dekan: Prof. Dr. Dr. h. c. H. Bostedt
1. Berichterstatter: Prof. Dr. K. Frese
2. Berichterstatter: Prof. Dr. G. Hummel

Tag der mindlichen Prufung: 12.01.2000

Der Aufenthalt des Autors in der Bundesrepublik Brasilien wahrend der
Durchfuhrung der experimentellen Arbeiten zu dieser Inuagural-Dissertation
wurde von der Fundacgédo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
unterstutzt.

Der Aufenthalt des Autors in der Bundesrepublik Deutschland wahrend der
Durchfuhrung dieser Inaugural-Dissertation wurde vom Deutschen
Akademischen Austauschdienst unterstutzt.

Gedruckt mit Unterstlitzung des Deutschen Akademischen Austauschdienstes



Far

Carlos Hubinger Tokarnia



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG.........cooiiiiiiiieeieieiiie, 1

LITERATURUBERSICHT ....cviiiiie ettt 3
2.1 Ipomoea fistulosa (Mart. ex Choisy) [= Ipomoea carnea subsp.

fistulosa (Mart. ex Choisy) D. AUSHIN]........cuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeie 3
2.2 Intoxikation mit Ipomoea fistulosa in Brasilien............ccccccccceeeennn. 4
221 SPONLANVEIGITIUNG. ... 4
2.2.2 Experimentelle Vergiftung..........cooooooiiiiiiiiiiee e 5
2.3 Intoxikation mMit |pOMOEA CAMNEA.........ccvviiiiiiiieieieieeeeee e 5
2.3.1 SPONLANVEIGITIUNG. ...t 5
2311 Intoxikation mit Ipomoea carnea in Mozambique..................cc.eeeeee 6
2.3.2 Experimentelle Vergiftung..........c.ooooooiiiiiiiiie e 6
2.4 ToXine VON IPOMOEA CAIMEBA........cceviiiii ittt 9
24.1 Das Alkaloid SWaINSONIN.......cccooiiiiiiiiiiiieie e e 9
2411 Wirkungsmechanismus von Swainsonin............cccoeeeeiniieniniiinnnnns 10
24111 Effekt von Swainsonin auf die Glykoproteinbildung...................... 11
24112 Effekt von Swainsonin auf den Glykoproteinabbau...................... 15
2.4.2 Das Alkaloid CalyStegin.........ccoouiiiiiiiiiiiiiie e 17
2.5 Intoxikation mit den Pflanzen Swainsona spp.,

Astragalus spp. Und OXYLroPIS SPP. «evveerrrrrrreeeeeeeeeeeaeeeaeaaninaanannans 18
2.6 Lysosomale Speicherkrankheiten..........ccccooooiis 21
2.6.1 Lysosomale Speicherkrankheiten bei Haustieren........................ 25
26.1.1 Genetische lysosomale Speicherkrankheiten bei Wiederk&duern 25
26.1.1.1 SPhINGOIIPIAOSEN. ...t 25
26.1.1.2 GlYKOPIOTEINOSEN. ...t 26
26.1.1.3 Glykogen-Typ Il Speicherkrankheit..............cccooeeii s 27
26.1.1.4 ZeroidlipOfUSZINOSE.....ccvviiiiiiiiiiiee e 28
2.6.1.2 Erworbene lysosomale Speicherkrankheiten bei Wiederk&uern.. 28
2.6.1.3 Lysosomale Speicherkrankheiten bei Ziegen.........ccccccvvveeeenennn. 29
3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN..........coiiiiiiiiieiiiii e 31
3.1 Material und Methoden............ooo v 31



1 Inhaltsverzeichnis

3.1.1 Spontane Erkrankung...........cccoeiiooooi e 31
3.1.1.1 Erhebung der Bestandsprobleme in der Gemeinde
von Itaguai-Rio de Janeiro, Petrolina-Pernambuco

und Juazeiro-Bahia..........cccuvviiiiiiiiiii 31
3.1.1.2 Identifizierung der Pflanze............ccooo i 33
3.1.2 Experimentelle Untersuchungen............cccocvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiinieeee 33
3.1.2.1 VEISUCNSTIEIE ...ttt 33
3.1.2.2 Versuchsdurchflihrung............ooooiii 34
3.1.22.1 AUSWETTUNGD. ...t e e 34
3.1.2.3 Klinische Untersuchung und Versuchsablauf.....................cccee. 35
3.1.24 Préaparation der Organe fur die histopathologischen, immun-

histochemischen und histochemischen Untersuchungen............. 36
3.1.24.1 Entnahme der Organe..........coovviiiiiiiieeeeeeeeeee e 36
3.1.24.1.1 Untersuchung des Zentralnervensystems. ... 37
3.1.2.4.2 Histopathologische Praparation............ccccccooeiiiiiiiiiis 40
3.1.24.21 AUSWETTUNGD. ... enneas 40
3.1.2.4.3 Immunhistochemische und lektinhistochemische

Nachweisverfanren..........ccooo i 41
3.1.2431 IMMUNNISTOCNEMIE. ... 41
3.1.2.4.3.1.1  Seren und ANtKOIPEN......cooiiiiiiiiiii e 41
3.1.2.4.3.1.2  Durchfuhrung der ABC-Methode...........cccoiiiiiiiii 42
3.1.2.4.3.1.2.1 Besondere VerfaNren..........ccccoceiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 43
3.1.2.4.3.1.3 Immunzytochemische Kontrollen..............cccccviviiiiiiiiiiiiniiiiineen, 44
3.1.2.4.3. 1.4 AUSWETTUNG.....eeiiieiiieeeiniitiaa e e e e e ee e et e e e e e e e e eenn s 45
3.1.2.4.3.2 LeKtiNNIStOCNEMIE......ccoiiiiie e 45
3.1.2.4.3.2.1 Biotinylierte LEKINE. .........c..uuuuiiiiiiiiiiiieeeiiieee e 45
3.1.2.4.3.2.2 Durchfuhrung der ABC-Methode unter Verwendung

biotinylierter LEKLINE. ... 45
3.1.2.4.3.2.3 Lektinhistochemische Kontrollen.............ccccoooi, 46
3.1.2.4.3.2.4  AUSWETTUNG.....eeiiieiiieiettniitiiea e e e e e e e e et e e e e e e e e reeennnnnnnnanns 47
3.1.2.4.4 Transmissionselektronenmikroskopische

PrEPAratioN........cccoiiiiiiii e 47



Inhaltsverzeichnis 1]
3.1.2.4.5 StatistisSChe AUSWEITUNG......evvviiiiieeeiie e 48
3.2 ErgEDNISSE. ..o 49
3.21 Spontane Vergiftung.........oeeeviiiiiieeee e 49
3.211 ANBIMNESE.....coiiiii e 49
3.21.2 Identifizierung der Pflanze............coooo i 51
3.21.3 Klinische Symptome...........oeiviiiiiiiiii 51
3.214 Obduktionsbefunde, Histopathologie und Lektinhistochemie....... 52
3.2.2 Experimentelle INtoXiKatioN.............ceviiis 52
3.221 Dosis UNd Verlauf.........oooo oo 52
3.2.2.1.1 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa

(Dosis in Trocken-masse) und Verlauf vom ersten

Versuchstag bis zum Tod der Tiere..........coccvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 53
3.2.2.1.2 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa (Dosis in

Trockenmasse) und Verlauf vom ersten Versuchstag bis zum

EIStEN SYMPLOM. ettt 55
3.2.2.1.3 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa (Dosis in

Trockenmasse) und Verlauf vom ersten Symptom bis zum Tod..55
3.2.2.2 Klinische Untersuchung...........ooooiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeeee e 55
3.222.1 Allgemeine SymptomatiK...........cccoeeeiiiiiiii 55
3.22.2.2 Neurologische SYmMPtoOmMe. ......ccoooeiiiiieeee e 55
3.2.22.21 Bewul3tseins- und Verhaltensstorungen............ccoeeeeeeeeeeiiieieees 57
3.2.2.2.2.2 BeweguNQGSSIOTUNGEN...... oo e 58
3.2.2.2.2.3 Haltungs- und Stellreaktionen.............cooooiiiiee 59
3.2.2.2.2.4 Spinale RefleXe.......coooi i 61
3.2.2.2.2.5 KopfnervenfunKtionen...............uueeiiiiiiiiiiiii s 61
3.2.2.3 Obduktionsbefunde bei spontanen

und experimenteller Vergiftung.........coccs 63
3.2.24 Histopathologische Befunde bei spontanen

und experimenteller Vergiftung.........coccoes 63
3.2.24.1 Veranderungen des Nervensystems.........coooovveeeeeeeeeeeniiine s 63
3.224.1.1 ZYtoPatNOlOgI€. ......cvviiieeeeeee e 64
3.2.2.4.1. 1.1 NEUIONEN. ettt e e e ee e 64



v Inhaltsverzeichnis

3.2.2.4.1.1.2  ASITOZYIEN....cciiiiieeieeeeee et e 65
3.2.2.4.1.1.3  OligodendrOZYteN. ........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 65
3.2.24.1.2 Topographie und Kinetik der ZNS-Veranderungen...................... 65
3.2.24.1.2.1 Spontane Vergiflung...........iiiiiieeaeeeeeieeee e 66
3.2.24.1.2.2 Experimentelle Vergiftung........ccccccceeiiiiis 68
3.2.2.4.2 Veranderungen in anderen Organen..........ccooovvviiieiiinneeeeeeeeneeeee 72
3.2.24.21 Spontane Vergiftung.........ueeviiiiiioee e 72
3.2.2.4.2.2 Experimentelle Vergiftung...........ooooooiiiiiiiiieeeee 73
3.2.25 LeKtinNIStOCNEMIE......ccoiiiiiei e 75
3.2.25.1 Experimentelle Vergiftung...........ooooeoiiiiiiiie e 75
3.2.25.2 Spontane Vergiftung..........eeeiiiiiioee e 76
3.2.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie.........cccccvvvvvviiiiiiiiiinnnnn. 77
3.2.26.1 ZentralNervVenSYStEIM.......cooi i 77
3.2.26.11 N LST U1 0] T PP 77
3.2.2.6.1.2 GlIAZEIIEN. ... 78
3.2.2.6.1.3 BIULGETAIE.....coeieieeee e 79
3.2.26.14 Kinetik der elektronenmikroskopischen Befunde.......................... 79
4 DISKUSSION. ...ttt 81
4.1 Taxonomie und Toxine von Ipomoea fistulosa..............cccceeeeennn. 81
4.2 Epizootiologie und klinisches Bild............ccoi, 82
4.3 PathOlOgi€. ... 88
4.4 Korrelation zwischen neurologischer Symptomatik

und histopathologischen ZNS-Veranderungen.............ccccceeeeeeen.. 98
5 ZUSAMMENFASSUNG. ... oottt 101

SUMMARY ... 106
6 ABBILDUNGEN. ...t 110
7 LITERATURVERZEICHNIS. ... 159
8 ANHANG. ... e 187
8.1 TabEHEN. ..o 187
9 LOSUNGEN, PUFFER, BEZUGSQUELLEN.........ccccovveveennnne. 207
9.1 Losungen und PUffer............oooiieeeeeeeeeeee e 207

9.11 IMMUNTArDUNG. .. 207



Inhaltsverzeichnis V

9.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie.........cccccvvvvevviiiiiiiiiininnnn. 207
9.2 BezugsSqUEIIEN. . ... 209
9.2.1 Chemikalien...........oiiiii 209
9.2.2 ANTISEIUML ..ottt 210

10 LISTE DER VERWENDENTEN ABKURZUNGEN..................... 211
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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Pflanzenvergiftungen sind neben der Tollwut und dem epizootischen
Botulismus die wichtigste Todesursache bei adulten Rindern in Brasilien. Mehr
als 100 000 Tiere sollen jahrlich daran sterben (TOKARNIA et al.,, 1995).
Dagegen ist Uber ihr Vorkommen und ihre 6konomische Bedeutung bei kleinen
Wiederkauern kaum etwas bekannt (STOLF, 1986; ARMIEN et al., 1993).

Die Vergiftung durch Ipomoea fistulosa aus der Familie der Convolvulaceen ist
in den Gemeinden Petrolina/Pernambuco und Juazeiro/Bahia im Tal des
Flusses Sao Francisco schon seit dem Ende des letzten Jahrhunderts bekannt.
Die Anzahl der jahrlichen Erkrankungs- und Todesfélle sowie die Verluste durch
eine reduzierte Gewichtszunahme und Reproduktionsstérungen sind
zahlenmal3ig zwar nicht bekannt, sollen aber bedeutend sein.

In den letzten Jahren mehren sich die Berichte uUber das Vorkommen von
Vergiftungen mit Ipomoea carnea in tropischen Zonen Afrikas und Asiens. Meist
handelt es sich um armere Regionen, in denen nur eine begrenzte extensive
Landwirtschaft betrieben wird und die Ziegenhaltung eine wichtige Rolle spielt
(FAO, 1990). Auch in landlichen Gebieten im Nordosten Brasiliens, wo etwa 20
Millionen Menschen leben, dient sie als wichtige Eiwei3quelle fur die
menschliche Erndhrung. EIf Millionen Ziegen, das entspricht 90% der
brasilianischen Ziegenpopulation, werden in diesem Teil des Landes gehalten
(IBGE, 1997).

Die Vergiftung durch Ipomoea fistulosa und Ipomoea carnea &ahnelt in der
klinischen Symptomatik und in den pathomorphologischen Veranderungen den
durch verschiedene Spezies von Astragalus und Oxytropis (,Locoweed™) und
Swainsona verursachten Erkrankungen. Allein in den westlichen Staaten der
USA ist der durch sie entstehende wirtschaftliche Schaden auf 100 Millionen
Dollar pro Jahr geschéatzt worden (JAMES und NIELSEN, 1988), soll aber
wahrscheinlich sehr viel hoher sein (STEGELMEIER et al., 1999).

! Loco is a spanish word for crazy, that over a century has been used by North Americans to
describe poisoned animals and the plants that poisoned them.” (STEGELMEIER et al., 1999)
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Die neurologischen Symptome dieser Erkrankungen werden durch das Alkaloid
Swainsonin ausgelost, das ein potenter Inhibitor der lysosomalen a-
Mannosidase und der Golgi a-Mannosidase Il ist und Uber die Hemmung der
ersteren zu einer systemischen Erkrankung mit einer lysosomalen Speicherung
von mannosereichen Oligosacchariden fuhrt. Damit &hneln diese Vergiftungen
den genetischen a-Mannosidasen beim Menschen und bei Haustieren und
haben deshalb auch fur die Erforschung dieser Krankheiten wichtigen
Modellcharakter gewonnen (JOLLY und WALKLEY, 1997).

Erst kirzlich wurde dieses Toxin auch aus Ipomoea carnea bzw. Ipomoea
fistulosa isoliert (DE BALOGH et al., 1999; MOLYNEUX, 1999). Obwohl die
Toxizitdt von Ipomoea fistulosa aus experimentellen Untersuchungen schon
langer bekannt ist (TOKARNIA et al., 1960), liegen bisher nur wenige
Kenntnisse uber das klinische Krankheitsbild und die Pathologie der Ipomoea-
Vergiftung vor. In einer neueren Ubersicht Uber vergleichende Aspekte
lysosomaler Speicherkrankheiten wird sie noch nicht erwahnt (JOLLY und
WALKLEY, 1997).

Aufgabe der vorliegenden Arbeit sollte es daher zunéchst sein, anhand von
Fallen eines epizootischen Ausbruchs der Ipomoea-Vergiftung bei Ziegen im
Tal des Flusses Sao Francisco die klinische Symptomatik, insbesondere die
neurologischen  Krankheitserscheinungen zu  analysieren und die
morphologischen Verdnderungen zu beschreiben. In einem experimentellen
Ansatz sollte die Erkrankung durch Verfutterung unterschiedlicher Mengen von
Ipomoea fistulosa induziert werden. Dabei sollte die Kinetik der Entwicklung der
verschiedenen neurologischen Ausfallserscheinungen verfolgt und mit der
Topographie und der Art der neuropathologischen Veranderungen verglichen
werden. Insbesondere sollte auch versucht werden, durch lektinhistochemische
Untersuchungen die Natur der lysosomal gespeicherten Oligosaccharide zu

bestimmen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Ipomoea fistulosa (Mart. ex Choisy) [= Ipomoea carnea

subsp. fistulosa (Mart. ex Choisy) D. Austin]

Nach AUSTIN und HUAMAN (1996) existieren ca. 600-700 Pflanzenarten des
Genus Ipomoea, die zu der Familie der Convolvulaceae gehoren. Mdglicherweise
gibt es aber noch weitere Spezies dieser Taxa oder dieses Genus, die noch nicht
beschrieben wurden. 339 Taxa, 327 Spezies, 5 Varietdten und 5 Subspezies
stammen aus Amerika.

Die Spezies Ipomoea fistulosa wurde in Brasilien beschrieben (FALCAO, 1968;
AUSTIN, 1977). Nach Meinung von AUSTIN (1977) handelt es sich dabei um
die subsp. fistulosa von Ipomoea carnea.

Die Zuordnung von Ipomoea carnea (Jacq., 1763) und Ipomoea fistulosa (Mart. ex
Choisy, 1869) zu unterschiedlichen Spezies verursachte grof3e Konfusionen. Nach
dem Studium der Originalliteratur kam AUSTIN (1977) zu dem Schluf3, dal? die
Kriterien fur die Klassifikation von Ipomoea carnea und Ipomoea fistulosa als zwei
unterschiedliche Spezies nicht erfillt werden und es sich vielmehr um eine
komplexe Pflanzenpopulation mit geringen morphologischen Unterschieden
handelt, die sich an unterschiedliche Habitate angepal3t hat. AUSTIN (1977)
erkannte sie daher als eine Spezies an und ordnete beide unter dem Namen
Ipomoea carnea mit den Subspezies Ipomoea carnea subsp. carnea [(Jacq.) D.
Austin] und Ipomoea carnea subsp. fistulosa [(Mart. ex Choisy) D. Austin] ein.
I[pomoea carnea subsp. carnea, die in Trockengebieten besonders in
Zusammenhang mit Dornstrauchvegetation beobachtet wird, charakterisiert sich
durch herzférmige bis rundliche Blatter. Ipomoea carnea subsp. fistulosa wird in
Feuchtgebieten beobachtet, besonders am Rand von Stauseen, Seen und Fliissen
und ist durch oval-langliche Blatter gekennzeichnet.

I[pomoea carnea subsp. carnea und Ipomoea carnea subsp. fistulosa, die beide aus
Amerika stammen, sind in tropischen und subtropischen Gebieten weltweit
verbreitet (AUSTIN, 1977; AUSTIN und HUAMAN, 1996). In Afrika, Asien und
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Australien gehort Ipomoea carnea nicht zu der naturlichen Pflanzenpopulation,
sondern wurde als Zierpflanze importiert und verwilderte spater (IDRIS et al., 1973;
DE BALOHG et al., 1999).

2.2 Intoxikation mit Ipomoea fistulosa in Brasilien
2.2.1 Spontanvergiftung

In Brasilien ist Ipomoea fistulosa unter den Namen *“algodao-bravo®, “canudo®,
“capa-bode” und “manjorana“ bekannt. Man findet sie in grol3er Anzahl am
Amazonas, im Nordosten und im Pantanal von Mato Grosso, in temporaren
Uberschwemmungsgebieten, am Rand von Fliissen und Seen (TOKARNIA et al.,
1960, 1979). Daten uber die Toxizitat fur Wiederkauer stammen aus dem letzten
Jahrhundert (FREIRE ALEMAO, 1884 zit. nach ALMEIDA COSTA, 1948). Im
Nordosten, besonders im Tal des Flusses S&o Francisco und im Suden der Provinz
Piaui spielen Vergiftungen mit Ipomoea fistulosa eine grof3e Rolle. In Dirrezeiten,
wenn Futtermittel knapp werden, kommt es aus Hunger zur Aufnahme der
immergrinen und in grof3en Mengen vorhandenen Ipomoea fistulosa (NEIVA und
PENNA, 1916; MACEDO, 1952; SCHMIDT und GONCALVES LINS, 1956;
TOKARNIA et al., 1979). SCHMIDT und GONCALVES LINS (1956) zufolge
entwickeln die Tiere eine Abh&ngigkeit. Betroffene Spezies sind Ziegen, Schafe und
Rinder (FREIRE ALEMAO, 1884; NEIVA und PENNA, 1916; HOEHNE, 1939:
MACEDO, 1952; SCHMIDT und GONCALVES LINS, 1956; TOKARNIA et al.,
1960), die nur dann erkranken, wenn sie die Pflanze in grof3en Mengen und Uber
einen langen Zeitraum aufnehmen (TOKARNIA et al., 1960). Ziegen zeigen nach
zweiwochiger Aufnahme die ersten Symptome (MACEDO, 1952). Die Symptome
bei allen Spezies sind durch Abmagerung und einen “betrunkenen Zustand*
charakterisiert (FREIRE ALEMAO, 1884; NEIVA UND PENNA, 1916; MACEDO,
1952). Die Tiere sterben nach 30-45 Tagen (SCHMIDT und GONCALVES LINS,
1956). Nach Unterbrechung der Pflanzenaufnahme kdnnen sich die Tiere erholen
(NEIVA und PENNA, 1916).
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2.2.2 Experimentelle Vergiftung

In einem Experiment von TOKARNIA et al. (1960) an drei Rindern, funf Schafen
und zwei Ziegen wurde Ipomoea fistulosa als ausschlie3liches Futtermittel
gegeben. Die Ziegen zeigten motorische Stérungen, die sich in einem breitbeinigen
Gang, Inkoordination und Hinterhandschwéche &ul3erten. Eine Ziege starb 38 Tage
nach Versuchsbeginn, nachdem sie drei Tage Symptome gezeigt hatte. Die zweite
Ziege wies nach 46 Tagen Symptome auf, nach 58 Tagen wurde die
Pflanzenaufnahme beendet. Das Tier zeigte bis zu seinem Tod ein Jahr und sieben
Monate nach Beendigung des Experiments Inkoordination. Bei den Schafen fanden
sich Anorexie, Apathie und Verlangsamung der Bewegung. Erste Symptome traten
zwischen 2 und 14 Tagen nach Beginn der Fitterung mit Ipomoea fistulosa auf,
Todesfalle nach 29 bis 81 Tagen. Die Rinder zeigten progressive
Gewichtsabnahme, Verlangsamung der Bewegungen und ein trockenes Haarkleid.
Ein Rind wurde am 90. Tag moribund euthanasiert. Die anderen beiden Rinder
erholten sich innerhalb von 96 Tagen nach Abbruch des Experiments. Die
sogenannte Abhangigkeit (SCHMIDT und GONCALVES LINS, 1956) wurde nicht
beobachtet, die Tiere bevorzugten, wenn es angeboten wurde, immer frisches Gras.
Bei der Sektion der Tiere wurden keine pathologisch-anatomischen Veranderungen
festgestellt. Pathologisch-histologisch fand TOKARNIA (1992, unverdffentlicht)

eine neuronale Vakuolisierung in verschiedenen Lokalisationen des ZNS.

2.3 Intoxikation mit Ipomoea carnea

2.3.1 Spontanvergiftung

Das Vorkommen von Spontanvergiftungen bei Tieren nach Aufnahme von Ipomoea
carnea wurde im Sudan (IDRIS et al., 1973), in Indien (TIRKEY et al., 1987) und
Mozambique (DE BALOHG et al., 1998) beschrieben. In diesen Landern spielen
vor allem Vergiftungen bei Ziegen eine Rolle. Ein pradisponierender Faktor ist
Futtermangel aufgrund langer Durreperioden. Die wirtschaftlichen Verluste, die

diesen Landern durch die Vergiftungen entstehen, sind schwerwiegend. Eine
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klinisch-pathologische Beschreibung der natirlich auftretenden Vergiftung durch
Ipomoea carnea bei Ziegen liegt aus Mozambique vor (DE BALOHG et al., 1998,
1999).

2311 Intoxikation mit Ipomoea carnea in Mozambique

Ein Vergiftungsausbruch durch Ipomoea carnea (Ipomoea carnea subsp.
fistulosa) bei Ziegen in Mozambique wurde von DE BALOHG et al. (1999)
beschrieben. Dabei starben ca. 10% der betroffenen Ziegenpopulation innerhalb
eines Jahres (1994). Durch den zu dieser Zeit in der Region stattfindenden
Burgerkrieg waren die Weidegebiete eingeschrankt. Auf3erdem war durch die
jahrliche Ddurreperiode Ipomoea carnea, die als immergrine Pflanze zur
Begrenzung der Weideflachen angepflanzt wurde, die einzige zur Verfugung
stehende Futterquelle. Von der Vergiftung waren Ziegen aller Altersstufen
unabhéngig vom Geschlecht betroffen. Klinisch zeigten die Tiere Ataxie, einen
Gang mit kurzen, steifen Schritten, Tremor des Kopfes, Nystagmus und
Hyperasthesie. Es bestand keine Anorexie. Die Symptome verstérkten sich langsam
bis hin zu einem Unvermdgen zur Futteraufnahme und Fortbewegung. Der Tod trat
einige Wochen nach Beginn der Symptome ein. Einige der Tiere erholten sich. Bei
der Sektion wurden bei einer Ziege eine Stauung der Meningealgeféal3e sowie ein
Odem der Lumbalsegmente des Riickenmarks gefunden, eine andere Ziege zeigte
eine Asymmetrie und Atrophie des Kleinhirns. Die histologische Untersuchung
ergab eine Vakuolisierung der Neuronen des ZNS, einen Verlust von Purkinje- und
Kornerzellen, eine Astrogliose und eine axonale Degeneration. Zusétzlich bestand
eine Vakuolisierung der Tubulusepithelien in der Niere und der Makrophagen in

Milz und Lymphknoten.

2.3.2 Experimentelle Vergiftung

IDRIS et al. (1973) fuhrten experimentelle Untersuchungen mit Ipomoea carnea bei
Ziegen im Sudan durch. Sie verabreichten 1,36 kg griine Blatter/Tier/Tag. Die

ersten Symptome wurden 5-6 Wochen nach Beginn des Experiments beobachtet.
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Symptome waren allgemeine Schwache, Tremor, Parese der Hintergliedmaf3en und
Paralyse. Der Tod trat nach 25 Tagen ein. Histologisch wurden herdférmige
Lebernekrosen und zerebrale Stauung festgestellt. ADAM et al. (1973), TARTOUR
et al. (1974) und DAMIR et al. (1987) induzierten eine Vergiftung bei Ziegen mit
taglichen Dosen von 5-10g grunen Blattern/kg Kopermasse (KM) und von 5 g
trockenen Pflanzen/kg KM. Diese Tiere starben zwischen 15 bis 121 Tagen nach
Beginn der Fltterung. Sie zeigten Anorexie, Dyspnoe, Anamie, Apathie, Tremor,
Gleichgewichtsstorungen, breitbeinige Stellung, Schwéche, hochgradige Parese der
Hintergliedmaflen und Dekubitus. Klinisch-pathologisch fanden sich eine
normozytare normochrome An&mie, eine geringgradige Erhohung der
Aspartataminotransferase, ein Anstieg der Ammoniumkonzentration im Serum sowie
eine Erniedrigung des Protein-, Kalzium- und Magnesiumgehaltes (ADAM et al.,
1973; DAMIR et al., 1987). Bei der Sektion wurden Stauung und Blutungen in
verschiedenen Organen sowie Flissigkeitsansammlung in den Korperhohlen
beobachtet. Histologisch fanden sich eine zentrolobulare Verfettung, fokale
Nekrosen und eine portale Fibrosierung in der Leber. Die Nieren wiesen
degenerativ-nekrotisierende Veranderungen der Tubulusepithelien auf. Weiterhin
fanden sich ein Lungenddem und herdformige Emphyseme. ADAM et al. (1973)
und DAMIR et al. (1987) beschreiben ahnliche Verédnderungen bei Schafen.
Dagegen zeigen Rinder lediglich Anorexie und Schwéache (ADAM et al., 1973).
TIRKEY et al. (1987) induzierten in Indien eine Vergiftung mit Ipomoea carnea bei
drei Ziegen mit Kérpergewichten zwischen 10,5 bis 13 kg durch Verabreichung von
0,5 kg der frischen Pflanze pro Tag. Die Tiere starben nach 3, 27 und 55 Tagen. Die
Vergiftungssymptome waren Apathie, Gleichgewichtsstérungen, Schwache und
Paralyse der Hintergliedmaf3en. Histologisch wurden Vakuolisierung der renalen
Tubulusepithelien, vakuoldre Degeneration von Hepatozyten, Hypertrophie von
Kupfferschen Sternzellen sowie neuronale Degeneration und eine Wallersche
Degeneration des Nervus ischiadicus festgestellt.

ZAKIR et al. (1989) erzeugten eine Intoxikation mit 1,25 und 2,5 g/kg KM/Tag der
Trockenpflanze und fanden eine Erh6hung der Harnstoffwerte im Serum sowie eine

Hypokalzamie und Hypophosphatamie. SRILATHA et al. (1993 a, b) induzierten
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eine Vergiftung mit 5 und 50 g der Pflanze/kg KM/Tag. Die Tiere starben zwischen
15 und 103 Tagen nach Beginn der Verabreichung. Diese Autoren beschreiben
eine frihe Manifestation der Symptome mit nachfolgenden akuten Todesféllen
zwischen dem 15. und 70. Tag nach Beginn der Pflanzenaufnahme und eine spate
Manifestation mit nachfolgenden Todesfallen nach 93 Tagen. Die klinischen
Symptome in der akuten Verlaufsform traten nach 18 bis 20 Tagen auf und waren
durch Somnolenz, Diarrhoe, Dyspnoe, torkelnden Gang und Paralyse, zuerst der
Hintergliedmal3en und nachfolgend der Vordergliedmal3en, gekennzeichnet. Bei der
chronischen Verlaufsform zeigten die Tiere ab dem 45. Tag Anorexie, Apathie und
Verlangsamung der Bewegungen. Spéater traten Tremor des Kopfes, Schwéche,
Gleichgewichtsstorungen, Versteifung der Gliedmalf3en, Muskelspasmen, Dekubitus
und Koma hinzu. Desweiteren zeigten die Tiere eine Erniedrigung des
Proteingehaltes im Serum und eine Erhdhung der Aspartataminotransferase.

In einer weiteren Studie induzierten NATH und PATHAK (1995, 1996) eine
Intoxikation mit 5 und 10 g/kg KM/Tag. Funf der Tiere starben zwischen 14 und 17
Tagen nach Beginn der Pflanzenaufnahme, die Gbrigen Tiere wurden am 32. Tag
euthanasiert. Die Symptome wurden innerhalb der ersten Minuten nach
Verabreichung bis Uber 24 Stunden beobachtet. Die beschriebenen Symptome, die
hamatologischen Befunde, sowie die histopathologischen Veranderungen &hneln
denen anderer Autoren.

DE BALOHG et al. (1999) Iosten die Intoxikation mit [pomoea carnea (Ipomoea
carnea subsp. fistulosa) bei drei Ziegen aus. Sie machen jedoch keine Angaben
Uber die verabreichte Menge. Die Tiere wiesen nach einer Woche eine
Reduktion der Kdrpergewichte auf. Die ersten Symptome traten ab dem 39. Tag
nach Beginn der Pflanzenaufnahme auf. Ein Tier verstarb spontan am 89. Tag,
das zweite Tier wurde am 72. Tag euthanasiert, und das dritte starb aufgrund
einer Tympanie am 74. Tag. Die Gehalte an Aspartataminotransferase und der
Gesamtproteingehalt des Serums variierten. Die Laktatdehydrogenase und
Kreatinkinase waren bei einem Tier erhoht, die Harnstoffwerte waren bei zwei
Tieren geringgradig erhoht. Bei der Sektion wurde bei einem Tier ein

mittelgradiges Hydroperikard, ein Ruckenmarksddem und eine Stauung der
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Meningealgefalie festgestellt. Zwei Tiere zeigten ein mittelgradiges Hirnddem.
Histologisch fanden sich die gleichen Veranderungen wie bei der naturlichen
Intoxikation. Ultrastrukturell beschreiben DE BALOHG et al. (1999) optisch leere
Vakuolen, die von einer einfachen Membran begrenzt wurden und

Membranfragmente, sowie amorphes und granulares Material enthielten.
2.4 Toxine von Ipomoea carnea

DE BALOGH et al. (1999) isolierten kirzlich aus Ipomoea carnea (Ipomoea
carnea subsp. fistulosa), die aus Mozambique stammte, die Alkaloide
Swainsonin und Calystegin B2 und Ci. Es erfolgte jedoch keine quantitative
Bestimmung der Substanzen. Nach Meinung dieser Autoren verursacht die
Aufnahme der Pflanze bei Ziegen eine a-Mannosidose.

Die Koexistenz von Swainsonin und Calystegin, zwei Alkaloiden, die
unterschiedlichen Gruppen angehoéren, wurde zum erstenmal von MOLYNEUX
et al. (1995) bei Convolvulaceae Ipomoea sp. Q6 (Aff calobra) beschrieben. Die
gemeinsame toxische Wirkung von Swainsonin und Calystegin auf den

Organismus ist jedoch noch wenig erforscht.

24.1 Das Alkaloid Swainsonin

Swainsonin ist ein Indolizidintrinydroxyl-Alkaloid, das erstmalig von COLEGATE
et al. (1979) aus Swainsona canescens isoliert wurde. Danach isolierten
MOLYNEUX and JAMES (1982) Swainsonin aus Astragalus lentiginosus
(Abb.1).
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Abb. 1: Molekulstruktur von Swainsonin (COLEGATE et al.,1979)
8apB-Indolizidin-1a,2a,8p-triol, MW=173.1

2411 Wirkungsmechanismus von Swainsonin

In der tierischen Zelle gibt es verschiedene a-D-Mannosidasen, die a-
Mannosereste von nicht-reduzierenden Endungen von N-glykosidisch
gebundenen Oligosacchariden abspalten (THOMAS und BEAUDET, 1995):

* Die ER-Mannosidase und die Golgi a-Mannosidasen | und Il sind fir
Lrimming” und Umbau von Oligosaccharidketten zustédndig. Die a-
Mannosidase-I hat ihr Wirkungsoptimum im neutralen Bereich, wahrend die
o-Mannosidase-Il in einem intermediaren pH-Bereich optimal wirkt.

» Die lysosomale a-Mannosidase ist fur den Abbau von Glykoproteinen
zustandig und hat ihr Wirkungsoptimum im sauren pH-Bereich.

» Die zytoplasmatische a-Mannosidase, deren Funktion noch nicht geklart ist,
wirkt optimal im neutralen pH-Bereich.

Das Alkaloid Swainsonin ist ein potenter Inhibitor der Golgi a-Mannosidase I

und der lysosomalen a-Mannosidase (DORLING et al., 1980; TULSIANI und

TOUSTER, 1982). Die Hemmung dieser Enzyme fuhrt einerseits zur Bildung
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anormaler Glykoproteine und andererseits zur lysosomalen Speicherung
mannosereicher Oligosaccharide (TULSIANI et al., 1988, 1989; ELBEIN, 1989;
HANKOCK, 1989). Die Aufnahme der Alkaloide verursacht ein Krankheitsbild,
das der erblichen a-Mannosidose ahnelt (DORLING et al., 1978; DORLING et
al., 1980), aber wegen der zusatzlichen Blokacde der Golgi a-Mannosidease I
nicht identisch mit ihr ist (JOLLY und WALKLEY, 1997).

DORLING et al. (1980) blockierten mit einer Konzentration von 20 pM
Swainsonin 100% der sauren a-Mannosidase (pH 4,0) und 60% der neutralen
o-Mannosidase (pH 6,5), die aus Mausehepatozyten isoliert worden waren.
TULSIANI et al. (1982) blockierten jeweils 50% der aus Rattenhepatozyten
gewonnenen Golgi a-Mannosidase-II (pH 5,5) und lysosomalen a-Mannosidase
(pH 4,4) durch Inkubation mit 0,2 uM Swainsonin. In einer anderen Studie
beobachteten TULSIANI et al. (1987) eine 50%ige Blockade der aus
Rattennierenzellen isolierten zytosolischen a-Mannosidase (pH 6,0), die sie mit

einer Konzentration von 100 pM Swainsonin inkubierten.
24.1.1.1 Effekt von Swainsonin auf die Glykoproteinbildung

Glykoproteine werden normalerweise in der Zelle auf zwei unterschiedlichen

Wegen synthetisiert:

1. Der Glykosyltransferase-Weg, Uuber den O-glykosidisch gebundene
Oligosaccharidketten synthetisiert werden.

2. Der Phosphodolichol-Weg (intermediares Carrier-Lipid), Uber den
Oligosaccharidketten synthetisiert werden, die fur den Aufbau von
Glykoproteinen mit N-glykosidische gebundenen Kohlenhydrat-Ketten
verwendet werden und die mit Asparaginseitenketten verknupft sind. Ein
Schema dieses Syntheseweges ist in Abb. 2 dargestellt.

Die N-gebundenen Oligosaccharidseitenketten werden Ko-translational im rER

auf die wachsende Polypeptidkette Ubertragen. Wahrend des Transportes

unterliegen sie im rER und vor allem im Golgi-Apparat vielfaltigen

Modifikationen. Einige Enzyme entfernen Zuckerreste und andere fugen solche
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Abb. 2: Schema der Synthese von Glykoprotein N-Glykanen (aus
KORNFELD und KORNFELD, 1985)
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hinzu. Am Ende entstehen Glykoproteine der mannosereichen und komplexen
Typen. Im rauhen endoplasmatischen Retikulum spalten Glukosidase-I und
Glukosidase-Il Glukosereste (Glc) vom Vorlaufermolekil (GlcsMangGIcNAC,-
Asn) ab, und es entsteht MangGICNAc,, das durch die ER-Mannosidase in
MangGIcNAC, tUberfuhrt wird. Im Golgi-Apparat findet eine weitere Umgestaltung
des Molekuls in drei Schritten statt. Der erste Schritt erfolgt durch die a-
Mannosidase-I im cis-Kompartiment und es entsteht MansGIcNAc,. Der zweite
Schritt beginnt im mittleren Abschnitt der Zisterne. Zuerst wird ein N-
Acetylglukosaminylrest durch die N-Acetylglukosaminyltransferase-l eingefiigt
(GlcNAcMansGIcNAc,), dann werden die a-1,3 und a-1,6 Mannosereste durch
die a-Mannosidase-Il entfernt, und es entsteht GIcNAcMans;GICNAcC,. Zuletzt
wird wieder ein N-Acetylglukosaminrest durch die N-
Acetylglukosaminyltransferase-Il eingefugt (GIcNAc,Man;GIcNAc;). Wahrend
dieses Schrittes konnen durch die Fucosyltransferase auch Fucosereste
eingebaut werden. Der dritte Schritt erfolgt im trans-Kompartiment. Hier erfolgt
durch die Enzyme Galaktosyltransferase und Sialyltransferase eine
Verlangerung der Oligosaccharidketten durch Einfligen von Galaktose- (Gal)
und Sialinsaureresten (NeuAc). Es entsteht ein Glykoprotein  mit
Oligosaccharidketten vom komplexen Typ (Abb. 3). (GOLDBERG und
KORNFELD, 1983; MOVIKOFF et al., 1983; KORNFELD und KORNFELD,
1985; MOREMEN und TOUSTER, 1985; ROTH et al., 1986; BRADA et al.,
1990; NILSSON et al., 1993; THOMAS und BEAUDET, 1995).

Abb 2. RER=rauhes endoplasmatisches Retikulum; cis-, mittlere- und trans-Golgi-
Kompartimente; 1) Oligosaccharyltransferase; 2) Glukosidase-l; 3) Glukosidase-Il; 4) rER-a-
Mannosidase-I; 1) N-Acetylglukosaminylphosphotransferase; 1) N-Acetylglukosaminyl-1-
Phophodiester-a-N-Acetylglukosaminidase; 5) a-Mannosidase-l des Golgi-Apparats; 6) N-
Acetylglukosaminyltransferase-I; 7) a-Mannosidase-ll des  Golgi-Apparats; 8)  N-
Acetylglukosaminyltransferase-Il; 9) Fucosyltransferase; 10) Galaktosyltransferase; 11)
Sialyltransferase. Verwendete Symbole: schwarze Vierecke = GIcNAc; Kreise = Man; schwarze
Dreiecke = Glc; Dreiecke = Fuc; schwarze Kreise = Gal; schwarze Rhomben = NeuNAc; P =
Phosphat
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Abb. 3: Allgemeine Strukturen der Oligosaccharidketten von
mannosereichen, hybriden und komplexen Typen (aus
KORNFELD und KORNFELD, 1985)

N-gebundener Oligosaccharid-Vorlaufer

Man (a1,2) —» Man (a1,6) N

Man (al,6)

N

Man (01,2) - Man (01,3) Man (B1,4) - GIcNAc - GIcNAc -Asn-

/

+Glc (1,2) - *Glc (1,2) - Glc (1,2) - Man (01,2) - Man (a1,2) - Man (al,3)

Mannosereicher Typ

Man (01,2) - Man (al,6) \\A
an (al,6)
\

Man (a1,2) - Man (a1,3) Man (B1,4) - GIcNAc - GIcNAc - Asn-
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Man (a1,6)
+GlcNAc
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Gal (B1,4) - GIcNAc (f1,2) - Man (al,3)
Komplexer Typ
+GIlcNAc
NeuAc (o 2,3/6) - Gal (B1,4) - GIcNAc (B1,2) —Man (al,6) (B1,4)
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/ (a 1T,6)

NeuAc (o 2,3/6) — Gal (81,4) - GIcNAc (B1,2) - Man (al,3) +Fuc
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Durch in vivo- und in vitro-Studien wurde festgestellt, dal3 Swainsonin die
Bildung von Glykanen vom Hybridtyp induziert. Durch Hemmung der Golgi a-
Mannosidase-Il werden die a-1,3 und a-1,6 Mannosereste nicht abgespalten.
Dadurch bleibt der Umbau des Glykoproteins auf der Stufe des
GIcNAcMansGIcNAc, stehen, und die Galaktosyl- und Sialyltransferase kénnen
nur an einem Zweig Galaktose- (Gal) und Sialinsaurereste einfiigen, so daf3
Kohlenhydrat-Ketten vom Hybridtyp entstehen (TULSIANI et al., 1982, 1983,
1984, 1985, 1987, 1988).

24.1.1.2 Effekt von Swainsonin auf den Glykoproteinabbau

Entsprechend der Synthese von Glykoproteinen ist auch der Abbau ein
komplexer Vorgang. Er ist abhangig von der Synthese und der korrekten
intrazellularen Verteilung von Enzymen, der Natur der Substrate und dem
intralysosomalen Milieu. In den meisten Zelltypen findet der Abbau von
Glykoproteinen intralysosomal statt.

Der Abbau der Oligosaccharidkette des Glykoproteins findet immer
unidirektional und geordnet statt. Er erfolgt an den terminalen nicht-
reduzierenden Zuckerresten, wobei die einzelnen Reste nacheinander
abgespalten werden. Die Abspaltung der terminalen nicht-reduzierenden
Zuckerreste erfolgt durch die lysosomalen Exoglykosidasen a-Neuraminidase,
B-Galaktosidase, [-N-Acetylhexosaminidase, B-Mannosidase, a-Mannosidase
und a-Fucosidase. Parallel werden durch Endoglykosidasen (z.B. Endo-p-N-
Acetylglukosaminidase) und Peptid: N-glykosidasen komplette Kohlenhydrat-
Ketten freigesetzt und dann weiter abgebaut (Abb. 4). Das Fehlen eines dieser
Enzyme kann eine lysosomale Speicherung von nicht abgebauten Produkten
verursachen (THOMAS und BEAUDET, 1995).
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Abb. 4: Abbaumodell von Oligosaccharidketten des komplexen Typs (aus
THOMAS und BEAUDET, 1995)

NeuAc NeuAC
! - a-Neuraminidase - !
(a2,3/6) (a2,3/6)
Gal Gal
| - [B-Galaktosidase > |
(B1,4) (B1,4)
GIcNACc GIcNAc
l ~  [BHexosaminidase A/B - |
(B L2 (B 12
Man Man

! - a-Mannosidase - !
(a1,3) (al,6)

\/

+GIcNAc (1,4 - Man

1 ! - B-Mannosidase
[BHexosaminidase A/B (B1,%)
GIcNACc
! - Endo-3-N-Acetylglukosaminidase
(B1,4) [BHexosaminidase A/B
tFuc  (a1,6) - GIcNACc
1 ! - Peptid: N-glykosidase
a-Fucosidase (B)
- Asn -

HANCOCK (1989) stellte an Zellkulturen aus humanen Fibroblasten fest, daf3
der Effekt von Swainsonin spezifisch auf eine partielle Blockade der Golgi a-
Mannosidase-Il und/oder der lysosomalen a-Mannosidase begrenzt ist. Diese
Autoren fanden keinen Effekt auf andere lysosomale Hydrolasen und keine
Verédnderung des lysosomalen Milieus oder der Struktur der Lysosomen.

Eine Inhibition des Transports oder der Fusion von Vesikeln des lysosomalen
Systems wurde von TULSIANI und TOUSTER (1992) in Hepatozyten von
Ratten, die mit Swainsonin vergiftet wurden, festgestellt. Nach TULSIANI et al.
(1984, 1988) verursacht Swainsonin eine intralysosomale Speicherung von
mannosereichen Oligosacchariden in den Gehirnen von Schweinen, Rindern

und Schafen. Etwa 25% der gespeicherten Glykoproteine zeigen eine Hybrid-
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Struktur (Abb. 5). Desweiteren fanden diese Autoren erhohte intralysosomale
Gehalte an a-Mannosidase, a-Fucosidase, und B-N-Acetylglukosaminidase in
Leber, Milz und Lymphknoten vom Schwein. Zusétzlich war in der Leber der

Gehalt an lysosomaler a-Glukosidase erhéht.

Abb. 5. Glykan vom Hybridtyp. Hauptsachlich gespeicherte Struktur in
Gehirnen von Tieren bei Vergiftungen mit Swainsonin und

Astragalus lentiginosus (aus TULSIANI et al., 1988)

Man (al,6)
Man (al,6)

Man (al,3) Man - GIcNAc - GIcNAc-Asn
!
Fuc
NeuAc - Gal - GIcNAc - Man (a1,3)

2.4.2 Das Alkaloid Calystegin

Bei dem Alkaloid Calystegin handelt es sich um ein Trihydroxyl- und
Tetrahydroxyl-Nortropan (Abb.6), das aus den Convolvulaceen Calystegia
sepitum (TEPFER et al., 1988) und Convolvulus arvensis (MOLYNEUX et al.,
1993) isoliert wurde. Calystegin B zeigt eine 50%ige inhibitorische Wirkung auf
die B-Glukosidase bei einer Konzentration von 0,6 pg/ml und auf die a-
Galaktosidase bei einer Konzentration von 1,2 pg/ml bei einem pH-Wert 5,0
(MOLYNEUX et al., 1993). Im Gegensatz zum Swainsonin ist die Wirkung von
Calystegin auf den lebenden Organismus noch weitgehend ungeklart. Nach
Meinung von MOLYNEUX et al. (1994) gibt es Hinweise, dal3 in den Pflanzen
Solanum dimidiatum, S. kwebense und S. fastigiatum var. fastigiatum das
Alkaloid Calystegin B, enthalten ist.

Die Aufnahme dieser Pflanzen verursacht bei Rindern klinisch neurologische
Symptome. Histopathologisch findet man auf das Kleinhirn begrenzte Lasionen,

die durch eine zytoplasmatische Vakuolisierung besonders der Purkinje-Zellen
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charakterisiert sind (MENZIES et al., 1979; PIENAAR et al., 1976; RIET-
CORREA et al., 1983). Ultrastrukturell liegt eine Ansammlung von
Lamellarkérperchen vor, die denen &hneln, die bei der Gangliosidose gefunden
werden (BARROS et al., 1987; RIET-CORREA et al., 1983).

Abb. 6: Molekulstruktur von Calystegin B, (aus MOLYNEUX et al., 1993)

OH
HO, OH
\ / OH
= N7 ¢
L
2.5 Intoxikation mit den Pflanzen Swainsona spp., Astragalus

spp. und Oxytropis spp.

Das Vorkommen von Vergiftungen durch Pflanzen der Genera Swainsona,
Astragalus und Oxytropis werden in semiariden Regionen in Australien bzw. den
USA beschrieben. Vergiftungen durch diese Pflanzen bei Rindern, Schafen und
Pferden wurden sowohl in den USA als auch in Australien bereits im vorigen
Jahrhundert beobachtet (HUXTABLE und DORLING, 1982; JAMES und
PANTER, 1989). Alle diese Pflanzen enthalten das Alkaloid Swainsonin
(COLEGATE et al., 1979; MOLYNEUX und JAMES, 1982).

Vergiftungen durch Astragalus spp. und Oxytropis spp. (Locoweed) sind ein

bedeutendes Problem im Westen von Nordamerika, wo sie erhebliche
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Okonomische Verluste verursachten. Dagegen haben Vergiftungen durch
Swainsona spp. nur eine lokale Bedeutung in einigen Regionen von Australien.
Um Vergiftungserscheinungen auszuldsen, mussen die Pflanzen in grof3en
Mengen Uber langere Zeitraume aufgenommen werden, wie es in Zeiten von
Futterknappheit vorkommt. Danach entwickeln viele Tiere eine Gewohnheit
diese Pflanze zu fressen, auch wenn gentgend Futter zur Verfigung steht
(HUXTABLE und DORLING, 1982; RALPHS und MOLYNEUX, 1989). Nach
STEGELMEIER et al. (1994, 1995) verursacht eine Futterung von Oxytropis
serica und Astragalus lentiginosus, die einer Aufnahme von Swainsonin von ca.
1,0 mg/kg KM/Tag bei Schafen und ca. 0,8 mg/kg KM/Tag bei Rindern
entspricht, nach 30 Tagen bei beiden Tierspezies neurologische Symptome.
Unterschiedliche Arten von Swainsona, Astragalus und Oxytropis zeigen grof3e
Schwankungen im Gehalt an Swainsonin. Die Schwankungen sind abhangig
vom Pflanzenteil und dem jeweiligen Lebenszyklus. DORLING et al. (1989)
stellten fest, dal? Swainsona galegifolia einen Gehalt von ca. 362 ppm des
Alkaloids Swainsonin in den Blattern und von ca. 967 ppm in den Samen
aufweist. S. canescens beinhaltet ca. 182 ppm in den Grinanteilen und S.
greyana ca. 3900 ppm im Samen. MOLYNEUX et al. (1989) wiesen in
Astragalus lentiginosus einen Gehalt von 0,005% bis 0,037% Trockenmasse an
Swainsonin in den Blattern und von ca. 0,36% in den Samen und in Oxytropis
serica einen Gehalt von 0,007% bis 0,079% Trockenmasse in den Blattern und
von 0,008% bis 0,103% Trockenmasse in den Samen nach.

Nach RALPHS und MOLYNEUX (1989) hangt die Inzidenz des Auftretens von
Vergiftungen durch Locoweed von der Bereitschaft der Tiere ab, diese
Leguminose aufzunehmen. Die einzelnen Spezies von Locoweed variieren stark
in ihrer Schmackhaftigkeit fur die Tiere. Die Bereitschaft zur Aufnahme von
Locoweed hangt auch von der Schmackhaftigkeit des zur Verfugung stehenden
Grasangebotes ab.

Das Alkaloid Swainsonin induziert keine physische oder psychische
Abhangigkeit, wie von MARSH (1909), KINGSBURY (1964) und EVERIST

(1981) dargestellt. Die Tiere fressen Locoweed, weil kein anderes Futter zur
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Verfugung steht und entwickeln danach eine Gewohnheit zur Aufnahme von
Locoweed auch dann, wenn anderes Futter von guter Qualitat zur Auswahl
steht. Desweiteren scheint es, dal3 die stark erkrankten Tiere nicht mehr
unterscheiden kdnnen, welches Futter sie aufnehmen.
Die Symptome treten nach einigen Wochen auf und sind charakterisiert durch
eine progressive Schadigung der psychisch-motorischen Funktionen und
Abmagerung. Sowohl die klinischen Symptome als auch die pathologisch-
anatomischen Verdnderungen a&hneln denen, die bei der erblichen a-
Mannosidose auftreten (HARTLEY et al., 1989; JAMES und PANTER, 1989;
WALKLEY und SIEGEL, 1989). In einer vergleichenden Studie Gber Locoweed
und Swainsona spp. stellten HARTLEY et al. (1989) ahnliche Krankheitsbilder
fest. Es ergaben sich aber auch einige Unterschiede. Bei der Vergiftung mit
Locoweed sind drei Syndrome bekannt:
1. Ein neurologisches Krankheitsbild, das als Locoismus bekannt ist.
2. Ein reproduktives und teratogenes Syndrom.
3. Eine Verbindung zwischen dem Auftreten von Locoweed-Vergiftungen und
der Hohenkrankheit.
Locoismus wird durch die Aufnahme von Pflanzen der Genera Astragalus und
Oxytropis verursacht. Das Krankheitsbild &hnelt dem durch Vergiftung mit
einigen Spezies von Swainsona in Australien. Die Symptome bei Rindern sind
eine Verschlechterung des physischen Allgemeinbefindens, Tremor des Kopfes,
Hyperexzitation und steifbeiniger Gang. Spater halten die Tiere den Kopf
gesenkt, Inkoordination, Kollaps und Tod folgen. Die Tiere erholen sich, wenn
sie aus dem Vergiftungsgebiet entfernt werden. Bei Schafen treten Symptome
einige Wochen nach Beginn der Pflanzenaufnahme auf. Sie zeigen psychische
Storungen, Opisthotonus, Tremor des Kopfes, Blindheit, breitbeinigen Gang,
Inkoordination und Dekubitus. Viele Schafe zeigen keine neurologischen
Symptome, nur eine Verschlechterung des Allgemeinbefindens. Der einzige
Sektionsbefund ist Abmagerung. Die histologischen Veranderungen sind
charakterisiert durch eine diffuse neuroviszerale zytoplasmatische

Vakuolisierung, die vor dem Auftreten von ersten Symptomen vorhanden ist und
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auch noch einige Wochen nach Absetzen der Futteraufnahme beobachtet
werden kann. Das Zentralnervensystem zeigt zusétzlich zu der Vakuolisierung
eine axonale Spharoidbildung, die mit dem ersten Auftreten der Symptome
korreliert ist. In experimentellen Féallen bei Schafen wurde eine
Meganeuritenbildung in Neuronen des Thalamus festgestellt (HUXTABLE et al.,
1982).

Der Effekt von Locoweed auf die Reproduktion und die Verbindung mit der
Hohenkrankheit wurde bei der Vergiftung mit Swainsona spp. nicht beobachtet
(HARTLEY et al., 1989).

Bei dem durch Locoweed verursachten reproduktiven Syndrom kommt es zu
Aborten, Frihgeburten und Geburten von lebensschwachen Tieren. Aul3erdem
treten Mil3bildungen auf. Eine zytoplasmatische Vakuolisierung findet man im
ZNS, im Schilddrisengewebe, in Tubulusepithelien der fetalen Niere sowie auch
in der Plazenta (JAMES et al., 1967; HARTLEY et al., 1989).

Rinder, die in Gebieten von mehr als 3300m Hohe leben und mit Oxytropis
serica gefuttert wurden, zeigten eine diffuse neuroviszerale Vakuolisierung und
entwickelten Symptome und Veranderungen, die charakteristisch fur die
Hohenkrankheit waren (JAMES et al., 1986).

2.6 Lysosomale Speicherkrankheiten

Bei lysosomalen Speicherkrankheiten handelt es sich um eine Gruppe von
Krankheiten, die durch eine Defizienz der Aktivitat spezifischer Hydrolasen
gekennzeichnet sind und zu einer intralysosomalen Speicherung unvollstéandig
abgebauter Produkte fuhren (NEUFELD, 1991; AGMOULIS, 1995; WALKLEY,
1998). Der Begriff Speicherkrankheit wurde zum erstenmal von HERS (1965) bei
der Beschreibung einer intralysosomalen Glykogenspeicherung verwendet, wie
sie bei der Pompe-Krankheit auftritt, die durch eine erbliche Defizienz der a-
Glukosidase gekennzeichnet ist.

Bis heute wurden beim Menschen 30 erbliche lysosomale Speicherkrankheiten
mit verschiedenen Subtypen beschrieben (AGMOULIS, 1995; NEUFELD, 1991,
SCRIVER et al., 1995). Dazu kommen uber 30 “cationic amphiphilic drugs” mit
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einem grof3en pharmakologischen Wirkspektrum, die intralysosomale

Speicherkrankheiten verursachen konnen (REASON, 1989).

Humane lysosomale Speicherkrankheiten werden im allgemeinen autosomal

rezessiv vererbt (JOLLY und WALKLEY, 1997). Nach KORNFELD (1986)

entstehen sie, wenn

1. das spezifische Enzym nicht synthetisiert wird,;

2. das spezifische Enzym zwar synthetisiert wird aber biologisch inaktiv oder
instabil in pralysosomalen oder lysosomalen Organellen vorliegt;

3. das spezifische Enzym zwar synthetisiert wird, aber das Protein, das fur die
Enzymaktivierung verantwortlich ist, fehlt oder uneffektiv ist;

4. das spezifische Enzym zwar synthetisiert aber nicht in die Lysosomen
internalisiert wird;

5. die spezifische lysosomale Hydrolase durch Toxine oder Drogen inhibiert
oder blockiert wird;

6. ein unvollstdndig abgebautes Substrat in die Lysosomen aufgenommen wird.

Die erblichen lysosomalen Speicherkrankheiten zeigen beim Menschen einen
progressiven Verlauf mit letalem Ausgang. Die meisten treten multisystemisch
auf. Man unterscheidet infantile, juvenile und adulte Verlaufsformen. Der
zeitliche Verlauf, die auftretenden Symptome und der Schweregrad der
Erkrankung konnen von der Ausprdgung der Enzymdefizienz abhangen.
Schwere Symptome mit einem raschem Krankheitsverlauf treten auf, wenn das
Enzym aufgrund eines genetischen Defektes nicht synthetisiert wird. Wenn die
Mutation eine partielle Synthese des spezifischen Enzyms oder eine Synthese
des spezifischen Enzyms mit herabgesetzter Aktivitat erlaubt, treten entweder
nur leichte Symptome auf oder die Krankheit manifestiert sich erst zu einem
spateren Zeitpunkt. Schon kleine Unterschiede in der Restaktivitat des Enzyms
fuhren zu Unterschieden hinsichtlich des Alters, in dem die Symptome auftreten,
der Progredienz des Verlaufs oder des auftretenden Subtyps. Die kritische
Toleranzschwelle und der Grad der Speicherung hangen von der

Substratanflutung, dem Gewebetyp, den Subpopulationen an Zellen eines
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Organes sowie vom Reifungsstadium der Zellen ab (JOLLY und WALKLEY,
1997; NEUFELD, 1991).

Von den erblichen lysosomalen Speicherkrankheiten sind alle Organsysteme
betroffen, die schwerste klinische Manifestation zeigt sich jedoch am zentralen
Nervensystem sowie am Skelett (AGMOULIS, 1995). Neurologische Symptome,
die besonders bei neuronalen Lipidosen auftreten, sind psychomotorische
Storungen, Epilepsie, Erblindung, periphere Neuropathie, progressive Stérung
des vegetativen Nervensystems und generalisierte Muskelatrophie. Deutliche
extraneuronale  Symptome treten z.B. bei  Mucopolysaccharidosen,
Glykogenosen, Gaucher-Krankheit und Niemann-Pick-Krankheit 1l auf.
Mucopolysaccharidosen filhren zu Wachstumsverzogerung, Dysostosis
multiplex, Zunahme des Bindegewebes, respiratorische Stérungen und
Bronchopneumonie. Kardiomegalie, Hypotonie und Hypertonie der Muskulatur
findet man bei der Glykogenose Il, Malabsorptionssyndrom bei der Wolman-
Krankheit, Hepatomegalie bei der Gaucher-Krankheit, Niemann-Pick-Krankheit
I und Gwm-Gangliosidose, und nephrotisches Syndrom, Proteinurie und
progressive Niereninsuffizienz bei der Fabry-Krankheit und anderen
lysosomalen Speicherkrankheiten (AGMOULIS, 1995; JOLLY und WALKLEY,
1997).

Pathologisch-anatomisch  &ufRern sich Mucopolysaccharidosen in einer
Unterentwicklung des Skelettes sowie in einer Dysostosis multiplex. Eine
zerebrale Atrophie findet man bei Globoidzell-Leukodystrophie und Zeroid-
lipofuszinose, VergroRerung der peripheren Nerven bei Fucosidosen.
Kardiomegalie wird beschrieben bei der Glukogenose II, Hepatomegalie
besonders bei Gy;-Gangliosidose, Niemann-Pick - und Gaucher-Krankheit
(JOLLY und WALKLEY, 1997).

Pathologisch-histologisch lassen sich erbliche lysosomale Speicherkrankheiten
an Routineschnitten anhand eines schaumigen oder vakuolisierten Zytoplasmas
in Zellen verschiedener Gewebe erkennen. Bei den Gw- oder Gye-
Gangliosidosen sind Lasionen an Neuronen zu erkennen. Bei der Globoidzell-

Leukodystrophie wird ein Abbauprodukt zugrunde gegangener
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Oligodendrozyten in Makrophagen gespeichert oder im Extrazellularraum des
Zentralnervensystems abgelagert. Die Veranderungen im Rahmen der
Mucopolysaccharidosen manifestieren sich am Bindegewebe und am Skelett, im
Rahmen der Gaucher-Krankheit an Makrophagen von Leber und Milz.

Durch Paraffineinbettung formalinfixierten Gewebes wird bei den meisten
Speicherkrankheiten das gespeicherte Material herausgelost. Histochemische
und immunhistologische Methoden sind eine grol3e Hilfe zum Nachweis der
Natur der gespeicherten Substanzen. Lipide werden anhand von
Spezialfarbungen wie Sudan Ill, Sudanschwarz, Olrot und Luxol-Fast-Blue
dargestellt und ermoglichen die Identifizierung von Sphingolipidosen.
Glykogenosen werden durch die PAS-Farbung nachgewiesen.
Zeroidlipofuszinosen lassen sich an ungefarbten Paraffinschnitten durch die
Eigenfluoreszenz im UV-Licht darstellen. Lektinhistochemische Methoden
werden verwendet, um lysosomal gespeicherte Oligosaccharidseitenketten-reste
bei verschiedenen Glykoproteinosen und Glykolipidosen nachzuweisen (ALROY
et al.,, 1984, 1985). Nach WALKEY (1995) konnen Ganglioside anhand
immunhistologischer Methoden identifiziert werden. Die Silberimpragnation ist
eine wichtige Methode zur morphologischen Erkennung axonaler Anomalien.
Meganeuriten und eine ektopische Dendritogenese, die bei verschiedenen
Formen von Sphingolipidosen auftreten, lassen sich nur so sichtbar machen
(WALKEY, 1998). Axonale Sphéaroide konnen uber den immunhistologischen
Nachweis von Neurofilament dargestellt werden. Uber den immunhistologischen
Nachweis von GAD (Glutamic acid decarboxylase) konnen Spharoide
identifiziert werden, die von GABA-ergen Neuronen stammen (GABA = y-
aminobutyric acid).

Die Elektronenmikroskopie liefert wertvolle zuséatzliche diagnostische
Informationen. Sphingolipidosen, besonders die Gangliosidosen zeigen eine
charakteristische intrazytoplasmatische Ansammlung von membrandsen
Korperchen. Lamellarkérperchen, sogenannte Zebra-Kdorperchen, treten
besonders bei Mucopolysaccharidosen auf. Ansammlungen von Korperchen, in

deren  Matrix rohrenformige  Strukturen liegen, findet man bei
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Glukozerebrosidosen und Galaktozerebrosidosen. Bei der Mannosidose, der
Fucosidose und auch bei Mucoplysaccharidosen liegen optisch leere Vakuolen
vor, die von einer einfachen Membran begrenzt sind. Bei der Glukogenose sind
die Vakuolen angefullt mit gespeichertem Glykogen. Die Zeroidlipofuszinose
zeigt ein charakteristisches Auftreten von osmiophilen Korperchen mit
kurvilinearem Profil. Die axonale Degeneration ist charakterisiert durch eine
Ansammlung von Mitochondrien, vesikulo-tubularen Korperchen und

Neurofilamenten.

2.6.1 Lysosomale Speicherkrankheiten bei Haustieren

JOLLY und WALKLEY (1997) fuhrten eine umfassende Literaturrecherche tber
das Vorkommen, die Verbreitung und Bedeutung von lysosomalen
Speicherkrankheiten bei Haustieren durch. Dabei handelt es sich um
Sphingolipidosen, Glykolipidosen, Oligosaccharidosen und
Mucopolysaccharidosen. Daneben gibt es noch eine weitere Gruppe von
lysosomalen Speicherkrankheiten, deren Pathogenese unbekannt ist. Dazu
gehort die Zeroidlipofuszinose.

Lysosomale Speicherkrankheiten bei Haustieren sind selten. Es existieren nur
einzelne Fallbeschreibungen oder Berichte dber Tiermodelle, die zur
Erforschung humaner Speicherkrankheiten dienen. Im Rahmen dieser Arbeit soll

nur auf lysosomale Speicherkrankheiten bei Wiederk&uer eingegangen werden

26.1.1 Genetische lysosomale Speicherkrankheiten bei

Wiederkauern
26.1.1.1 Sphingolipidosen

Die erblichen Speicherkrankheiten, bei denen der Abbau von Sphingolipiden
gestort ist, stellen die grof3te Gruppe bei Mensch und Tier dar. Diese
Krankheiten betreffen besonders das ZNS. In diese Gruppe eingeschlossen sind
die klassischen lysosomalen neuronalen Speicherkrankheiten (JOLLY und
WALKLEY, 1997).
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Die Gwi-Gangliosidose (generalisierte Gangliosidose) wurde bei Rindern der
Rasse Friesian (DONNELLY et al., 1973a, b; SHEANHAN et al., 1974), und bei
Schafen der Rassen Coopworth-Romney (SKELLY et al., 1995) und Suffolk
(AHERN-RINDELL et al., 1988) diagnostiziert. Die Speicherung von G-
Gangliosiden beruht auf einer Defizienz der (-Galaktosidase. Dieses Enzym
spaltet die terminalen Galaktosereste und einige Oligosaccharide von Gy;-
Gangliosiden. Bei Schafen der Rasse Suffolk wurde zusatzlich eine partielle
Defizienz der a-Neuraminidase festgestellt. Die Krankheit gleicht phanotypisch
aber der Gy;-Gangliosidose.

Die Galaktozerebrosidose (Globoidzell-Leukodystrophie) wurde nur bei Schafen
der Rasse Dorset (PRITCHARD et al., 1980) und zusatzlich bei Rindern der
Rasse Nelore (PEIXOTO und ARMIEN, 1993, unveréffentlicht) beobachtet.
Die Galaktozerebrosidose wird durch eine Defizienz der lysosomalen
Galaktosylzeramidase-| (Galaktozerebrosid B-Galaktosidase) verursacht. Dieses
Enzym baut Galaktozerebroside zu Zeramiden und Galaktose ab. Das
Krankheitsbild ist charakterisiert durch einen primar demyelinisierenden Prozel}
und durch eine Speicherung nicht abgebauten Substrates in mononukleéren
Zellen, die besonders perivaskular zu finden sind. Durch einen erhdhten Gehalt
an dem auf Oligodendrozyten toxisch wirkenden Metaboliten Psychosine
(Galaktosylsphingosin) kommt es zur Zerstérung von Oligodendrozyten. Die
Demyelinisierung resultiert in einer zerebralen Atrophie (SUZUKI et al., 1995).
Ein ahnliches Krankheitsbild wurde als Glukozerebrosidose (Gaucher-Krankheit)
von LAWS und SAAL (1968) bei Schafen beschrieben. Hierbei kommt es
aufgrund einer Defizienz der lysosomalen B-Glukosidase zu einer Speicherung
von Glukosylzeramiden in Makrophagen (Gaucher-Zellen) von Leber und Milz.
Die Glukosylzeramide stammen von Gangliosiden aus dem ZNS sowie von

Globosiden aus Membranen von Erythrozyten und Leukozyten.
26.1.1.2 Glykoproteinosen

Die Glykoproteinosen stellen die bedeutendste Gruppe an lysosomalen

Speicherkrankheiten bei Wiederkduern dar. Die a-Mannosidose, die bei



Literaturibersicht 27

Menschen sehr selten auftritt, kommt bei Haustieren haufig vor und stellt
regional eine 6konomisch bedeutsame Erkrankung dar (JOLLY und WALKLEY,
1997).

Die erbliche a-Mannosidose wurde besonders bei Rindern der Rasse Angus
und in Kreuzungen (Murray Grey) beschrieben (JOLLY, 1971, 1978, 1993).
BORLAND et al. (1981) berichteten auch von Erkrankungen bei Galloway
Rindern.

Die Krankheit beruht auf einer lysosomalen Defizienz der a-Mannosidase, die
verantwortlich ist fiar den Abbau von N-glykosidisch gebundenen
Oligosaccharidketten.

Bei dem lysosomal gespeicherten Material handelt es sich um mannosereiche
Oligosaccharide sowie um Oligosaccharide vom hybriden und komplexen Typ
(DANIEL et al., 1989). Die a-Mannosidose ist eine systemische Erkrankung, die
gekennzeichnet ist durch Wachstumsverzégerung, Ataxie und Aggressivitat.
Symptome und nachfolgender Tod treten im ersten Lebensjahr auf. Bei der
Sektion der im Wachstum zurickgebliebenen Tiere finden sich eine
Lymphadenopathie und eine Dilatation der Seitenventrikel des Gehirns.
Daneben treten Brachygnathie und Hepatomegalie auf. Histologisch liegt eine
neuronale und extraneuronale zytoplasmatische Vakuolisierung vor.

Die -Mannosidose wurde von HARTLEY et al. (1973) bei Ziegen und von
JOLLY et al. (1990) und BRYAN et al. (1993) bei Rindern der Rasse Salers
beschrieben (vgl. 2.6.1.3.).

2.6.1.1.3 Glykogen-Typ Il Speicherkrankheit

Die Glykogen-Typ Il Speicherkrankheit (Pompe-Krankheit) ist gekennzeichnet
durch eine intralysosomale Speicherung von Glykogen, die auf einer Defizienz
der a-Glukosidase beruht. Das Krankheitsbild ist bei Rindern der Rasse
Shorthorn (RICHARDS et al., 1977; DORLING et al., 1981), Brahman
(O'SULLIVAN et al., 1981) und bei Schafen der Rasse Corriedale
(MANKTELOW und HARTLEY, 1975) beschrieben worden. PALMER et al.
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(1994) stellten bei Shorthorn Rindern eine fehlende Aktivierung der a-
Glukosidase aus dem Vorlaufermolekul fest. Dagegen fehlt bei Brahman
Rindern die m-RNA, die fur das Vorlaufermolekuil der a-Glukosidase kodiert, so

dal3 die Bildung des Enzyms unterbleibt.
2.6.1.1.4 Zeroidlipofuszinose

Die Zeroidlipofuszinose kommt bei Rindern, Schafen und Ziegen vor. Es handelt
sich um eine Gruppe von Speicherkrankheiten, deren Pathogenese bis heute
nicht geklart ist. Die Zeroidlipofuszinose wird den neuronalen
Speicherkrankheiten zugerechnet. Sie ist durch eine neuronale Speicherung
von Lipopigmenten charakterisiert. Diese konnen aber auch in anderen
Geweben beobachtet werden. Als das am hé&ufigsten gespeicherte Material
wurde bei einigen Krankheitsformen die C-Untereinheit der ATP-Synthetase
nachgewiesen. Bei dieser Untereinheit handelt es sich um ein hydrophobes
Protein (JOLLY wund WALKLEY, 1997). Eine andere Gruppe von
Zeroidlipofuszinosen ist ultrastrukturell durch eine Ansammlung von osmiophilen
Korperchen gekennzeichnet. Das gespeicherte Material besteht hierbei
ebenfalls aus Proteinen und zwar hauptsachlich aus den beiden Sphingolipid-
aktivierenden Proteinen A und B. Mdoglicherweise liegt eine Defizienz der
Palmitoyl-Proteinthioesterase (VESA et al., 1995) und einiger lysosomaler
Enzyme zugrunde (VERKRUYSE und HOFMANN, 1996). Genau wie bei den
Formen, bei denen die Untereinheit C gespeichert wird, sind auch die Proteine
A und B nicht Substrate der defizienten Enzyme (JOLLY und WALKLEY, 1997).

2.6.1.2 Erworbene lysosomale Speicherkrankheiten bei

Wiederkauern

Vergiftungen durch Pflanzentoxine verursachen in vielen Landern erhebliche
Okonomische Schéden in der Nutztierhaltung. In letzter Zeit wurden viele der
Toxine als Verursacher von intralysosomalen Speicherkrankheiten identifiziert
(MOLYNEUX et al., 1993, 1994). Bei den am haufigsten bei Rindern, Schafen,

Pferden und anderen Tierspezies vorkommenden Intoxikationen handelt es sich
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in den USA, Sidafrika und China um Vergiftungen mit Astragalus spp. und
Oxytropis spp. und in Australien mit Swainsona spp. Alle diese Leguminosen
enthalten das Alkaloid Swainsonin (COLEGATE et al., 1979; MOLYNEUX et
al., 1994). In Australien wurde das Indolizidintrihydroxyl-Alkaloid Catanospermin
aus dem Samen von Catanospermum australe isoliert, der fir Menschen und
Rinder toxisch ist. Catanospermin ist ein Inhibitor der intralysosomalen a- und 3-
Glukosidase. Das fur Speicherkrankheiten typische klinische Krankheitsbild
sowie die typischen histopathologischen Veranderungen konnten durch
Catanospermin experimentell nicht ausgeldst werden. Moglicherweise kommt es
in vivo nur zu einer partiellen Blockade des Enzyms, so dafl} sich das
morphologische Bild der Glykogenose Il nicht entwickelt (REICHMANN et al.,
1988, 1989). Die zu einer anderen Gruppe von Alkaloiden gehérende Nortropan
Calystegin B2 und C: sind starke Inhibitoren der [-Glukosidase und a-
Galaktosidase und wurden aus verschiedenen Pflanzen der Familie der
Convolvulaceae isoliert (DE BALOGH et al., 1998, 1999; MOLYNEUX et al.,
1995). Dabei ist als einziger Vertreter dieser Familie Ipomoea carnea, das
neben Calystegin auch das Alkaloid Swainsonin enthalt, als Verursacher einer
spontan vorkommenden Vergiftung bei Ziegen bekannt, deren morphologisches

Bild dem der erblichen a-Mannosidose entspricht (vgl. 2.4).
2.6.1.3 Lysosomale Speicherkrankheiten bei Ziegen

Bei Ziegen sind sowohl erbliche als auch lysosomale Speicherkrankheiten
selten (JOLLY und WALKLEY, 1997). An erblichen lysosomalen
Speicherkrankheiten sind nur die B-Mannosidose und Mucopolysaccharidose IlI
D bekannt.

Die B-Mannosidose wurde bei Ziegen der Rasse Anglo-Nubiano beschrieben
(HARTHEY et al., 1973; HEALY et al., 1987; JONES und DAWSON, 1981,
MATZURA et al., 1983). Es handelt sich um eine autosomal-rezessiv erbliche
Erkrankung, die durch eine Defizienz der lysosomalen [(-Mannosidase

gekennzeichnet ist. Dadurch wird eine intralysosomale Speicherung von Di- und
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Trisacchariden mit einem terminalen -Mannosarest verursacht. Die Erkrankung
betrifft vor allem Neugeborene, die ausgepragte neurologische Symptome und
Skelettanomalien entwickeln. Das histopathologische Bild ist charakterisiert
durch eine neuronale und extraneuronale zytoplasmatische Vakuolisierung.
Aul3erdem besteht eine hochgradige Dysmyelinisierung.

Die Mucopolysaccharidose Il D entwickelt sich aufgrund einer Defizienz der N-
Acetylglukosamin-6-sulfatase. Bei dem gespeicherten Substrat handelt es sich
um Heparansulfat (THOMSON et al., 1992).

Uber induzierte lysosomale Speicherkrankheiten findet man in der Literatur nur
kurze Beschreibungen. Vergiftungen mit Astragalus lusitanicus und Oxytropis
glabra wurden beschrieben. In Brasilien berichteten DRIEMEIER et al. (1998)
von Vergiftungen an Ziegen, die durch Sida sp. hervorgerufen wurden und
deren klinisches und pathologisches Bild den Vergiftungen durch Swainsonin
ahnelte. In Australien induziert Solanum cinerum eine lysosomale
Speicherkrankheit mit neurologischer Symptomatologie, verursacht durch eine
hochgradige Vakuolisierung in der Kleinhirnrinde (BOURKE, 1997). Der
toxikologische Wirkungsmechanismus von Solanum cinerum und Sida sp. ist bis

heute noch nicht bekannt.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Spontane Erkrankung

3.1.1.1 Erhebung der Bestandsprobleme in der Gemeinde von

ltaguai-Rio de Janeiro, Petrolina-Pernambuco und Juazeiro-
Bahia

Die Datenerhebung zu der spontanen Erkrankung wurde im Oktober 1993 in der
Gemeinde von Petrolina, die zu der Provinz Pernambuco (PE) gehdrt, und der
Gemeinde von Juazeiro, zu der Provinz Bahia® (BA) gehérend, durchgefiihrt. Die
Daten wurden in verschiedenen Zuchtbetrieben erhoben. Dreiundzwanzig Ziegen,
die laut Besitzer eine typische Symptomatologie fir eine Ipomoea fistulosa-
Vergiftung zeigten, wurden beobachtet. Davon wurden acht Tiere Kklinisch
untersucht und zwei Tiere seziert. Weiterhin wurde eine spontane Vergiftung mit
Ipomoea fistulosa in der Gemeinde Itaguai, in der Provinz Rio de Janeiro?,
beschrieben. Die Daten Uber die Registrierungsnummer, Geschlecht, Gewicht, Alter

und Herkunft der Tiere sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

! Die Gemeinden von Petrolina-PE und Juazeiro-BA liegen im Tal des Flusses S&o Francisco in der
Nordostregion von Brasilien, 9°40" Sud, 40°50’ West. Der Nordosten hat ein trockenes und hei3es
Klima. Im allgemeinen erreichen die Niederschlage 750-1000 mm pro Jahr. Die Regenzeit umfaf3t in
der Regel nur zwei bis maximal drei Monate. Die Jahrestemperatur liegt fast tUberall einheitlich
zwischen 26° und 27° C; in der Trockenzeit etwas darlber, in der Regenzeit 1° bis 5° C darunter. Die
Temperaturhdchstwerte werden in gewissen abgeschlossenen Gebieten im Landsinneren erreicht,
z.B. im Tal des Rio S&o Francisco mit Uber 40° C im Sommer. Die Vegetation ist die “Caatinga”. Sie
besteht aus Dornstrauchvegetation, einerseits als echtes Dickicht aus kleinen Baumen und Bischen,

andererseits locker und fast Halbwiiste (Abb. 7).
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Abb. 7: Vegetationskarte von Brasilien

Subtropischer Wald mit Vorkommen i e

von Araukarien

2 Die Gemeinde Itaguai-RJ liegt in der Stdostregion von Brasilien, 22°30" Sud, 42°30' West. Der
Sudosten hat ein feuchtheil3es Klima. Die Niederschlége in dieser Zone variieren sehr stark; sie liegen
im Mittel zwischen 1000 und 1750 mm pro Jahr. Die Unterschiede zwischen den
niederschlagsarmsten und niederschlagsreichsten Monaten liegen tiber 250 mm. Man registriert 3 bis
4 trockene Monate. Die mittleren Jahrestemperaturen variieren zwischen 22° und 24° C. Der kélteste
Monat ist der Juli mit durchschnittlichen Minimaltemperaturen um 16° bis 18°C. Die Vegetation
besteht aus feuchtem Regenwald (Abb. 7), dem ,Kiistenurwald” (MULLER, 1984).
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Tabelle 1: Spontanvergiftung mit Ipomoea fistulosa bei Ziegen

Reg. N°l Geschlecht Gewicht (kg) Alter Herkunft
5113 weiblich 21 adult Petrolina-PE?
5019 weiblich 25 adult Petrolina-PE
5114 weiblich 30 adult Juazeiro-BA
5115 weiblich 16 adult Juazeiro-BA
5116 weiblich 10 adult Juazeiro-BA
5117 weiblich 25 adult Juazeiro-BA
5118 weiblich unbekannt adult Juazeiro-BA
5023 mannlich 15 6 Monate Itaguai-RJ

1 Registrierungsnummer des Fachgebietes Pathologische Anatomie des Forschungsprojektes
“Tiergesundheit” EMBRAPA/UFRRJ

2 .Gemeinde-Provinz” von Brasilien: PE = Pernambuco, BA = Bahia, RJ = Rio de Janeiro

3.1.1.2 Identifizierung der Pflanze

Die Pflanzen wurden in den Gemeinden von Petrolina, Juazeiro und Itaguai
gesammelt, in Papier gepref3t und bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliel3end
wurden sie zur botanischen Bestimmung an das Departamento de Botéanica,

Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro eingesandt.
3.1.2 Experimentelle Untersuchungen
3.1.21 Versuchstiere

Fir die folgenden Untersuchungen wurden 14 adulte Ziegen eingesetzt, wovon 10
Tiere weiblich und vier Tiere mannlich waren. Es handelte sich um Tiere
unbestimmter Rasse, die klinisch gesund waren. Die Tiere stammten aus dem
Forschungsprojekt , Tiergesundheit* EMBRAPA/UFRRJ, Gemeinde von Itaguai, Rio
de Janeiro, wo sie auf der Weide gehalten wurden. Die Ziegen wurden in Boxen

gehalten. Einmal im Monat wurden die Tiere entwurmt und die Klauen beschnitten.
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3.1.2.2 Versuchsdurchfiuhrung

Der oberirdische Teil von Ipomoea fistulosa und das Gras Pennisetum

purpureum wurden taglich in den Monaten von Februar bis Juli in der Gemeinde

von Itaguai, Rio de Janeiro, entnommen. Parallel wurden Proben fir die

Bestimmung der Trockenmasse und des Nahrwertes der Pflanzen untersucht,

welche die Grundlagen fir die Berechnung der Dosis bildeten. Die Ergebnisse

dieser Untersuchung sind in der Tabelle 2 aufgefiinrt (ARMIEN und MALAFAIA,

1993, unveroffentlicht).

Jede Ziege erhielt taglich 6 kg Futtersubstanz, die auf sechs Rationen verteilt

wurde, und Wasser ad libitum. Nach der Futterzusammensetzung wurden die Tiere

in die folgenden vier Gruppen eingeteilt (Tab. 3):

* Gruppe 1, die aus drei Ziegen bestand (5079, 5069, 5070), wurde ausschlief3lich
mit Blattern und Stengeln von Ipomoea fistulosa gefiittert.

* Gruppe 2, die aus sechs Ziegen bestand (5082, 5081, 5080, 5075, 5072, 5071),
wurde mit einem Gemisch aus 50% zerkleinerten Blattern und Stengeln von
Ipomoea fistulosa und 50% zerkleinerten Blattern von Pennisetum purpureum
gefittert.

* Gruppe 3, die aus drei Ziegen bestand (5074, 5076, 5073), wurde mit einem
Gemisch aus 25% zerkleinerten Blattern und Stengeln von Ipomoea fistulosa und
75 % zerkleinerten Blattern von P. pupureum gefuttert.

* Gruppe 4, die aus den zwei Ziegen 5067 und 5124 bestand, stellte die
Negativkontrolle dar. Die Ziege 5067 wurde mit zerkleinerten Blattern von P.

purpureum in der Box gefuttert. Die Ziege 5124 wurde auf der Weide gehalten.
3.1.2.21 Auswertung

Fur die Berechnung der taglichen Futteraufnahme von Ipomoea fistulosa wurde die
Menge des am nachsten Morgen ubriggebliebenen Futters bestimmt und von der

gegebenen Masse (6 kg) subtrahiert.
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Tabelle 2: Trockenmasse und N&hrwerte von Ipomoea fistulosa und

Pennisetum purpureum

Zusammensetzung Ipomoea fistulosa Pennisetum
(%) purpureum
(%)
Trockenmasse 15,51 30,97
Rohprotein 4,37 1,47
Mineralstoffe 1,60 2,00
Saure-Detergentien-Fasern 3,39 15,66
Calcium 0,31 0,08
Phosphor 0,07 0,04
3.1.2.3 Klinische Untersuchung und Versuchsablauf

Die klinische Untersuchung wurde wochentlich durchgefuhrt. Nach Feststellung der
ersten Symptome wurden die Tiere taglich beobachtet. Es wurden das &aufere
Erscheinungsbild, die Beschaffenheit von Kot und Urin, Atem- und Herzfrequenz,
Pansenbewegung und Korpertemperatur bestimmt. Das Korpergewicht wurde
wochentlich  registriert. Besonderes Augenmerk wurde auf die Kklinisch-
neurologischen Symptome gelegt. Diese sind: Verhalten, Bewulitsein,
Bewegungablauf, = Kopfnervenfunktion, spinale Reflexe, Haltungs- und
Stellreaktionen und Schmerzempfindung (DE LAHUNTA, 1983; VANDEVELDE
und FANKHAUSER, 1987). Neben der Prufung der ublichen Haltungs- und
Stellreaktion wurde eine ,Aufsteh-Prifung® durchgefuhrt. Hierbei wurden die Tiere
ca. 2 Minuten in Seitenlage fixiert und dann losgelassen, wobei gesunde Tiere
sofort in abdominal-sternale Stellung zurtickkehren und anschlieRend aufstehen.

Die Ziege 5073 ist ohne Fremdeinwirkung gestorben; die Ziegen 5069, 5070, 5071,
5072, 5075 wurden in moribundem Zustand durch Entbluten getotet; die Ziegen
5074, 5076, 5079 wurden nach unterschiedlicher Versuchsdauer durch Entbluten
getdtet. Die ersten drei Ziegen der Gruppe 2 (5080, 5081, 5082) dienten als Basis

fur die Korrelation zwischen den histologischen Veranderungen und dem Auftreten
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der ersten klinischen Symptome. In der Tabelle 3 sind die Tétungszeitpunkte

aufgelistet.

Tabelle 3: Experimentelle Vergiftung mit Ipomoea fistulosa bei Ziegen

1Reg. No  Geschlecht  Gewicht Futteraufnahme Versuchsdauer
(kg) Anteil von (Tage)
|. fistulosa

Gruppe 1

5079 weiblich 23,0 100% 61
5069 weiblich 25,5 100% 70
5070 méannlich 24,5 100% 105
Gruppe 2

5080 weiblich 19,0 50% 21
5081 weiblich 28,0 50% 30
5082 weiblich 23,0 50% 40
5075 weiblich 37,5 50% 53
5072 ménnlich 37,5 50% 77
5071 weiblich 22,5 50% 88
Gruppe 3

5076 méannlich 15,0 25% 53
5074 weiblich 28,5 25% 64
5073 ménnlich 16,5 25% 83
Gruppe 4

5024 weiblich 27,0 00 90
5067 weiblich 34,5 00 118

1 Registrierungsnummer des Fachgebietes Pathologische Anatomie
des Forschungsprojektes “Tiergesundheit’, EMBRAPA/UFRRJ

3.1.24 Praparation der Organe fir die histopathologischen, immun-

histochemischen und histochemischen Untersuchungen
3.1.24.1 Entnahme der Organe

Die Sektion wurde sofort nach der Toétung der Tiere durchgefuhrt. Fur die
histologischen, lektinhistochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen
wurden Gehirn und Riuckenmark als erstes entnommen und in 20%igem PBS-

Formalin bei 4°C fixiert. Weiterhin wurden Proben folgender Organe in 10%igem
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PBS-Formalin bei Raumtemperatur fixiert: Zunge, Speiseréhre, Pansen,
Netzmagen, Blattermagen, Labmagen, Zwolffingerdarm, Leerdarm, Huftdarm,
Blinddarm, Dickdarm, Enddarm, Ohrspeicheldrise, Leber, Bauchspeicheldrise,
Schilddrise, Hirnanhangsdrise, Nebennieren, Nasenmuscheln, Luftréhre, Lunge,
Herz, Lymphknoten (Ln. mandibularis, Ln. cervicalis superficialis, Ln. mediastinalis,
Ln. popliteus, Ln. mesenterialis), Milz, Niere, Harnblase, Vorsteherdriise, Hoden,
Eierstock, Gebarmutter, Milchdrise, Haut, Rippenknochen, Zwerchfellmuskulatur,
Intercostalmuskulatur, M. biceps brachii, M. semitendinosus, Trigeminusganglion,
Ganglion stellatum, Ganglion coeliacum, Nervus vagus, Plexus brachialis und

Nervus ischiadicus.
3.1.24.1.1 Untersuchung des Zentralnervensystems

Fur die histologische Untersuchung des Gehirns wurden 16 Schnittebenen von

jeder Hemisphare angefertigt (Abb. 8). Zur Orientierung dienten der “Atlas of brains

of domestic animals* (YOSHIKAWA, 1968) und verschiedene Publikationen bzw.

Dissertationen (GOLLER, 1957; FOX und SNIDER, 1967; LEMMER, 1977,

STEINBACH, 1978; HUMMEL, 1985; STORMER, 1985; VON SOLODKOFF,

1986; GEIGER, 1989; HASSELMANN, 1990). Das Ruckenmark wurde in

segmentalen Stufen aufgearbeitet. Die verwendete Nomenklatur bezieht sich auf die

»NOMINA ANATOMICA VETERINARIA* (1994).

Folgende Gehirngebiete wurden in die Untersuchungen, sofern anhand des

Gewebesschnittes eindeutig ansprechbar, einbezogen:

Schnittebene 1:  Cortex frontalis; Cortex motorius.

Schnittebene 2: Cortex frontalis; Cortex parietalis; Nuc. caudatus; Nuc.
lentiformis-Putamen; Nuc. accumbens.

Schnittebene 3: Cortex parietalis; Cortex temporalis; Nuc. caudatus; Nuc.
lentiformis-Putamen; Nuc. lentiformis-Pallidum; Claustrum.

Schnittebene 4:  Cortex parietalis; Cortex temporalis; Nucc. hypothalami; Nucc.
rostrales thalami; Nucc. mediales thalami; Nucc. laterales

thalami; Corpus amygdaloideum; Nuc. endopeduncularis.
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Abb. 8: Ausgewahlte Schnittebenen des Gehirnes

45 6 78 910 11 12 13 14 1516

1-16, ausgewahlte Schnittebenen

Schnittebene 5:  Cortex cerebri; Gyrus parahippocampalis; Hippocampus; Nucc.
mediales thalami; Nucc. laterales dorsales thalami; Nucc.
laterales ventrales thalami; Pulvinar; Zona incerta; Nucc.
subthalamici; Corpus mamillare.

Schnittebene 6: Cortex cerebri; Gyrus parahippocampalis; Hippocampus;
Substantia grisea centralis; Pulvinar; Nuc. geniculatus lateralis;
Nuc. ruber; Substantia nigra.

Schnittebene 7:  Cortex occipitalis; Gyrus parahippocampalis; Hippocampus;
Substantia grisea centralis; Pulvinar; Nuc. geniculatus lateralis;
Nuc. geniculatus medialis; Nuc. ruber; Substantia nigra.

Schnittebene 8: Cortex occipitalis; Colliculus rostralis; Substantia grisea

centralis; Nuc. tractus mesencephalici nervi trigemini; Nuc.
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Schnittebene 9:

Schnittebene 10:

Schnittebene 11:

Schnittebene 12:

Schnittebene 13:

Schnittebene 14:

motorius nervi oculomotorii; Nuc. parasympathici nervi
oculomotorii; Nuc. tegmenti; Nuc. mesencephalicus profundus;
Nuc. ruber; Substantia nigra; Formatio reticularis.

Cortex occipitalis; Colliculus caudalis; Substantia grisea
centralis; Nuc. lemnici lateralis; Nuc. interpeduncularis; Nuc.
marginalis pedunculi cerebellaris rostralis; Formatio reticularis.
Culmen; Lobulus centralis; Substantia grisea centralis; Nuc.
coeruleus; Nuc. motorius nervi trigemini; Nuc. sensibilis pontinus
nervi trigemini; Nuc. lemnisci lateralis; Nucc. pontis; Formatio
reticularis.

Lingula cerebelli; Declive; Folium vermis; Lobulus ansiformis;
Paraflocculus; Flocculus; Nuc. fastigii; Nucc. interpositi cerebelli;
Nuc. vestibularis lateralis; Nuc. vestibularis medialis; Nuc.
cochlearis; Nuc. tractus spinalis nervi trigemini; Nuc. motorius
nervi abducentis; Nuc. dorsalis corporis trapezoidei; Formatio
reticularis.

Tuber vermis; Lobulus ansiformis; Paraflocculus; Flocculus;
Nodulus; Nuc. fastigii; Nucc. interpositi cerebelli; Nuc. lateralis
cerebelli; Nuc. vestibularis medialis; Nuc. vestibularis caudalis;
Nucc. cochlearis; Nuc. tractus spinalis nervi trigemini; Nuc.
motorius nervi facialis; Formatio reticularis.

Tuber vermis; Pyramis; Uvula; Nodulus; Lobulus paramedianus;
Nuc. motorius nervi hypoglossi; Nuc. tractus solitarius; Nuc.
tractus spinalis nervi trigemini; Nuc. vestibularis medialis; Nuc.
vestibularis caudalis; Nuc. motorius nervi facialis; Nuc. cuneatus
lateralis; Formatio reticularis.

Nuc. motorius nervi hypoglossi; Nuc. intercalatus; Nuc.
ambiguus; Nuc. parasympathicus nervi vagi et glossopharyngei;
Nuc. tractus solitarius; Nuc. tractus spinalis nervi trigemini; Nuc.

gracilis; Nuc. cuneatus medialis; Nuc. cuneatus lateralis; Nuc.
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funiculi lateralis; Nuc. olivaris accessorius dorsalis; Nuc. olivaris
accessorius ventralis; Formatio reticularis.

Schnittebene 15: Nuc. motorius nervi hypoglossi; Nuc. ambiguus; Nuc.
parasympathicus nervi vagi et glossopharyngei; Nuc. tractus
solitarius; Nuc. tractus spinalis nervi trigemini; Nuc. gracilis; Nuc.
cuneatus medialis; Nuc. cuneatus lateralis; Nuc. funiculi lateralis;
Nuc. olivaris; Formatio reticularis.

Schnittebene 16: Nuc. ambiguus; Nuc. parasympathicus nervi vagi et
glossopharyngei; Nuc. tractus spinalis nervi trigemini; Nuc.
gracilis; Nuc. cuneatus medialis; Nuc. funiculi lateralis; Nuc.

olivaris; Formatio reticularis.
3.1.2.4.2 Histopathologische Praparation

Fur die histopathologische Préaparation wurden die Gewebestiicke in aufsteigender
Alkoholreihe entwassert, in Paraffin eingebettet und 5 um dicke Schnitte angefertigt.
Folgende Farbungen wurden durchgefiihrt: Hamatoxylin-Eosin (H.E.), Perjodsaure
Schiff-Reaktion (PAS), Luxol-Fast-Blue-PAS, Ziehl-Neelsen und Berliner Blau. Fur
das Zentralnervensystem wurden zusatzlich die Farbungen mit Kresylviolett,
Kresylviolett-Luxol-Fast-Blue, Bielschowsky, Holmes-Luxol-Fast-Blue und Kongorot
verwendet. Von Formalin-fixiertem Material wurden aul3erdem Gefrierschnitte
hergestellt und mit Sudan Il und PAS gefarbt (ROMEIS, 1989; AFIP, 1994).

3.1.24.2.1 Auswertung

Es wurde ein semiquantitatives Verfahren zur Gradierung der Verdnderungen
angewendet. Hierbei gilt:

- Veréanderungen nicht nachweisbar

(+)  ganz geringgradige Veranderungen

+ geringgradige Veranderungen

++ mittelgradige Veranderungen

+++ hochgradige Veranderungen
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3.1.2.4.3 Immunhistochemische und lektinhistochemische

Nachweisverfahren
3.1.243.1 Immunhistochemie

Im ZNS wurden zytoplasmatisches Neurofilament (NF) und Glutamic acid
decarboxilase (GAD) in Neuronen und Glial fibrillary acidic protein (GFAP) sowie
Vimentin in den Astrozyten nachgewiesen. Hierzu wurde die Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex (ABC)-Methode an Paraffinschnitten verwendet.
3.1.2.4.3.1.1 Seren und Antikdrper

1. Normalserum
a. Pferdeserum
Pferdeserum wurde fiir die Duchfihrung der ABC-Methode zum Nachweis von
Vimentin benutzt. Das Blut wurde von Pferden gewonnen, die in der
Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik | der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en eingestellt waren. Nach dreistindigem Stehen wurde es fur 10
Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugiert und das Serum abgesaugt.
b. Schweineserum
Schweineserum wurde fur die Durchftihrung der ABC-Methode zum Nachweis
von GFAP benutzt. Das Blut von Schlachtschweinen wurde nach
dreistindigem Stehen fur 10 Minuten bei 1500 U/Minute zentrifugiert und
anschliessend filtriert (Seitz Filter H7). Dem Serum wurde 0,05% Methiolat als
Konservierungsmittel zugesetzt.
2. Kontrollantikdrper und Kontrollserum
Als  Kontrollserum wurde ein  monoklonaler Antikorper gegen T-
Zelloberflachenantigen von Huhnerlymphozyten (T1) verwendet
(HIRSCHBERGER, 1987). Als Kontrolle fur den polyklonalen Antikdrper diente
das Serum gesunder Kaninchen, das nach dreistindigem Stehen durch
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1500g gewonnen wurde.

3. Primare Antikorper
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5.

Fir den Nachweis von NF, GAD, Vimentin und GFAP wurden kommerziell
erhaltliche monoklonale bzw. polyklonale Antikdrper in verschiedenen
Verdinnungen verwendet. Antikdrper, verwendete Verdiunnungen, Spezifitat der

primaren Antikorper und Herkunft sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

. Sekundéare Antikorper

Als sekundéarer Antikorper fur den Kaninchen-Anti-GAD und Kaninchen-Anti-
Rind-GFAP-Antikorper diente kommerziell erhaltliches biotinyliertes Ziege-Anti-
Kaninchen-Immunglobulin (Vector Laboratories Inc., Burlingame CA, USA,
Codenummer BA 1000). Als sekundarer Antikorper fir den Maus-Anti-Schwein-
Vimentin-Antikorper wurde kommerziell erhdltliches biotinyliertes Pferd-Anti-
Maus-1gG (H+L) (Vector Laboratories Inc., Burlingame CA, USA, Codenummer
BA 2000) verwendet.

Tertiarer Antikorper

Es wurde ein kommerziell erhéltlicher Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC)
(Vector Laboratories Inc., Burlingame CA, USA, Codenummer K 4000)

verwendet.

3.1.2.4.3.1.2 Durchfuhrung der ABC-Methode

Die ABC-Methode wurde nach folgender Arbeitsvorschrift durchgefiihrt:

1.

Aufziehen der 3-4 pm dicken Paraffinschnitte auf elektrostatisch geladene
Objekttrager (Superfrost Plus®). Trocknen je 2 Stunden bei Raumtemperatur und
bei 50° C im Trockenschrank.

Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol” fiir 10 Minuten. Rehydrierung in der
absteigenden Alkoholreihe (zweimal Isopropylalkohol fir je 3 Minuten und einmal
iIn 96%igem Isopropylalkohol fir 3 Minuten).

Inaktivierung der endogenen Peroxidase fur 30 Minuten in Methanol mit 0,5%

frisch zugesetztem H202 (Perhydrol").

. Uberfiihren der Schnitte in TBS. Umranden der Gewebeschnitte mit einem PAP-

Pen” (PAP Pen PP, SCI Science Services, Miinchen) oder Einbringen der
Objekttrager in den Schnittinkubator Sequenza (Shandon, Frankfurt/M).

Inkubation mit Normalserum fur 30 Minuten bei Raumtemperatur.
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6. Auftragen des primaren Antikdrpers bzw. des Kontrollserums (Verdinnung wie
der primare Antikorper). Inkubation fur etwa 15 Stunden bei 4°C in einer feuchten
Kammer.

7. Dreimaliges Spulen der Schnitte mit TBS fur je 5 Minuten.

8. Auftragen des sekundaren Antikorpers. Inkubation fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.

9. Dreimaliges Spulen der Schnitte mit TBS fur je 5 Minuten.

10.Auftragen des ABC. Hierzu wurden 30 Minuten vor Gebrauch Avidin DH und
biotinylierte Meerrettichperoxidase in einer Konzentration von jeweils 9 pl/ml TBS
gemischt. Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer.

11.Dreimaliges Spulen der Schnitte mit TBS fur je 5 Minuten.

12.Inkubation der Schnitte fir 10 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem
Ruhren (Magnetrihrer) in 0,05% 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) mit
0,01% H202in 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1).

13.Spulen der Schnitte dreimal in TBS fir je 5 Minuten, danach einmal spulen in
Aqua dest. fur 2 Minuten.

14.Gegenfarben mit Papanicolaou’s Hamatoxylin fur 10 Sekunden und Bléauen der
Schnitte in Leitungswasser fur 5 Minuten und anschliessend fir eine Minute in
Agua dest.

15.Entwassern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50-, 70-, 80- und
96%igem Isopropylalkohol fir jeweils 3 Minuten und zweimal in Isopropylalkohol
fur je 3 Minuten) und anschlieBendes Eindecken der Schnitte mit Eukitt” (Corbit-

Balsam).
3.1.2.4.3.1.2.1 Besondere Verfahren

Beim Nachweis von GFAP wurde nach der Blockierung der endogenen Peroxidase
(3.1.2.4.3.1.2) eine Triton” X-100 (Serva,Heidelberg) und Trypsin-Behandlung
eingefugt.
Methode:

» Zweimaliges Spulen der Schnitte fur 5 Minuten in TBS.
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 Vorbehandeln der Schnitte in 0,25% Triton” X-100 Ldsung fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur.

» Zweimaliges Spulen der Schnitte fur 5 Minuten in TBS.

» Vorbehandeln der Schnitte in 0,25% Trypsin in Aqua dest. mit 0,02% CacCl, pH
7,6, fur 60 Minuten, 37°C.

» Zweimaliges Spulen der Schnitte fur 5 Minuten in TBS.

Tabelle 4: Antikorper, verwendete Verdinnung, Spezifitat und Herkunft der primaren

Antikorper

Priméare Antikbrper  Verdinnung Spezifitat Herkunft
Maus-Anti- 1:400 (in TBS) 70 und 200 KDa Dako Diagnostika
Humanneurofilament Komponente von GmbH, Code Nr. M
Klon 2 F11 Humanneurofilament 762

mit Kreuzreaktion

gegen Ratten-NF
Kaninchen Anti-GAD  1:500 (in TBS) 65 und 65 kDa von Chemicon

GAD International Inc.

Code Nr. AB1511

Maus-Anti-Schwein- 1:50 (in TBS) 57 KDa intermedidres = Dako Diagnostika
Vimentin Protein aus GmbH, Code Nr. MO
Klon V9 mesenchymalen Zellen 725

mit Kreuzreaktion

gegen Vimentin
Kaninchen-Anti-Rind-  1:500 (in TBS mit GFAP Dako Diagnostika
GFAP 20% Schweineserum) GmbH, Code Nr. ZO

334

3.1.2.4.3.1.3 Immunzytochemische Kontrollen

Die Spezifitat der zytochemischen Reaktion zum Nachweis von Neurofilament,
GFAP und Vimentin wurde anhand folgender Kontrollen Gberpruft:
1. Folgeschnitte des zu untersuchenden Gewebeschnittes wurden mit dem unter

3.1.2.4.3.1.1 angegebenen Kontrollantikbrper bzw. Kontrollserum inkubiert.



Material und Methoden 45

2. Als Positivkontrolle dienten Schnitte von Gewebeblocken, bei denen das

Nachweisergebnis aus friiheren Untersuchungen positiv war.
3.1.2.4.3.1.4 Auswertung

Als positiv bewertet wurden hell- bis dunkelbraune DAB-Prazipitate, die sich in der
gleichen Ebene wie der Gewebeschnitt befanden und in den Kontrollschnitten von

den nicht mit Ipomoea fistulosa vergifteten Tieren nicht zu finden waren.
3.1.2.4.3.2 Lektinhistochemie

Der Nachweis der Oligosaccharidreste erfolgte nach der von ALROY (1984)
beschriebenen ABC-Methode an Paraffinschnitten. Es wurden Gehirn, Kleinhirn,
Ruckenmark, periphere Ganglien und Nerven, Leber, Pankreas, Schilddrise, Herz,
Niere, Lnn. mandibularis, cervicalis superficialis, mediastinalis und mesenterialis

untersucht.
3.1.2.4.3.2.1 Biotinylierte Lektine

Die verwendeten biotinylierten Lektine, jeweilige Abkirzung, Verdinnung, erfal3te
Zuckerreste, rezeptorblockierender Zucker und Herkunft sind in Tabelle 5

aufgelistet.

3.1.2.4.3.2.2 Durchfuhrung der ABC-Methode unter Verwendung

biotinylierter Lektine

1. -4 wie312431.2

5. Auftragen des zentrifugierten Schweineleberpulvers 100 mg/ml TBS fur 30
Minuten bei Raumtemperatur, um unspezifische Bindungsstellen der Lektine zu
blockieren. Einmaliges Spulen der Schnitte fir 5 Minuten in TBS.

6. Auftragen des Lektins 0,5 pg/ml TBS sowie des Lektins 0,5 pg/ml mit
entsprechendem rezeptorblockierendem Zucker in 0,1 M TBS als negative
Kontrolle (mindestens 2 Stunden vor Gebrauch ansetzen).

7. Inkubation fur etwa 15 Stunden bei 4°C in einer feuchten Kammer.

8.-15.wie 3.1.2.4.3.1.2
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Tabelle 5: Biotinylierte Lektine, die zur Identifizierung der Oligosaccharidreste

verwendet wurden

Ursprung der Lektine  Abkirzung Verdinnung  Erfal3te Zuckerreste Rezeptor- Herkunft
der Lektine pg/ml blockierender Lektin /
Zucker (0,1 Zucker
M)
Arachis hypogea PNA 0,5 Gal-B-(1-3)-GalNAc!  Lac Sigma, L61352/
Sigma, L1768
Bandeira simplicifolia ~ BS-I 0,5 a-D-Gal Lac, D- Sigma, L3759/
GalNAc Sigma, L1768;
A2795
Concanavalia Con-A 0,5 a-Glc, a-D-Man aMethyl-Man ~ Sigma, L2272 /
ensiformis Sigma, M6882
Dolichos biflorus DBA 0,5 a-D-GalNAc o-D-GalNAc  Sigma, L6533 /
Sigma, A2795
Glycine max SBA 0,5 o-D-GalNAc, a-D-Gal a-D-GalNAc ~ Sigma, L3695/
Sigma, A2795
Lens culinaris LCA 0,5 a-Glc, a-D-Man oMethyl-Man ~ Sigma, L4143 /
Sigma, M6882
Ricinus communis RCA 0,5 B-D-Gal Lac Sigma, L2641/
Sigma, A2795
Triticum vulgaris WGA 0,5 [B-(1-4)-D-GIcNAC],  NeuNAc Sigma, L5142/
NeuNAc Sigma, A0812
Succinyl-T. vulgaris S-WGA 0,5 [B-(1-4)-D-GIcNAC],  B-D-GIcNAc  Vectro, B10255/
Sigma, A8625
Ulex europeus UEA-I 0,5 a-L-Fucose a-L-Fucose Sigma, L8262/
Sigma, F2252

1
Gal = Galaktose; Glc = Glukose; Man = Mannose; GalNAc = N-Acetylgalaktosamin; GIcNAc = N-Acetylglukosamin; NeuNAc = N-

Acetylneuraminséaure; Lac = Lactose. 2 Code Nummer

3.1.2.4.3.2.3 Lektinhistochemische Kontrollen

Die Spezifitat der histochemischen Reaktion zum Nachweis der Oligosaccharidreste
auf der Vakuolenmembran wurde anhand folgender Kontrollen tGberpruft:
1. Folgeschnitte des zu untersuchenden Gewebeschnittes wurden mit dem unter

3.1.2.4.3.2.1 angegebenen rezeptorblockierenden Zucker inkubiert.
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2. Schnitte von Gewebeblécken der nicht mit Ipomoea fistulosa vergifteten Ziegen
wurden mit den Lektinen und dem korrespondierenden rezeptorblockierenden

Zucker inkubiert.
3.1.2.4.3.2.4 Auswertung

Die Reaktionsprodukte wurden in den im Zytoplasma vorhandenen Vakuolen aller
Zelltypen in den verschiedenen Geweben beurteilt. Als positiv bewertet wurden hell-
bis dunkelbraune DAB-Prézipitate in der Vakuolenmembran, die sich in der gleichen
Ebene wie der Gewebeschnitt befanden und in den Kontrollschnitten nicht zu finden
waren. Die semiquantitative Auswertung der Reaktion erfolgte nach folgendem
Schema:

- histochemische Reaktion nicht nachweisbar

+ geringgradige histochemische Reaktion

++ mittelgradige histochemische Reaktion

+++ hochgradige histochemische Reaktion
3.1.2.4.4 Transmissionselektronenmikroskopische Préparation

Sofort nach der To6tung wurden ein bis zwei Kubikmillimeter groR3e
Gewebestlicke aus Lobus frontalis, Hippocampus, Vermis cerebelli, Pyramide
und Ruckenmark (C1) von drei Ziegen (5069, 5075, 5074) und des Vermis
cerebelli von zwei Ziegen (5080, 5081), auf’erdem aus Pankreas und
Nebenniere der Ziege 5074 entnommen. Die Gewebe wurden in 3%igem
Glutaraldehyd (0,1 M Na-Cacodylatpuffer, pH 7,4, 4 °C) fur ca. 24 Stunden
immersionsfixiert. Die Nachfixierung erfolgte in 1%igem Osmiumtetroxid (0,1 M
Na-Cacodylatpuffer, pH 7,4, 4°C). Nach der Entwésserung in der aufsteigenden
Acetonreihe wurden die Blécke in Epon” einbettet. Zur Orientierung wurden 0,5
- 1 um dicke Semidinnschnitte mit einem Glasmesser auf einem Ultramikrotom
(Ultracut E, Fa. Reichert) angefertigt und mit Methylenblau gefarbt. Die
interessierenden Stellen wurden herausgetrimmt und mit einem Diamantmesser
(Delaware Diamond Knives Inc. Wilmington USA) im Bereich von Grau- bis

Silber-Interferenz dunngeschnitten. Anschliel3end wurden die Dunnschnitte auf
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unbefilmte Kupfertragernetzchen mit quadratischen Maschen (G 100 HEX,
Science Services, Muinchen) aufgezogen, 30 Minuten mit 11%igem
alkoholischen Uranylazetat und 15 Minuten mit 1%igem Bleizitrat kontrastiert
und in einem Elektronenmikroskop (EM10C Fa. Carl Zeiss, Oberkochen)
untersucht. Als Aufnahmematerial dienten Scientia EM Filme (Agfa Gevaert AG,

Leverkusen).
3.1.2.45 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und -auswertung sowie die Erstellung der graphischen
Abbildungen im Rahmen der Ergebnisprasentation erfolgte auf den Rechnern im
lokalen Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en. Die statistischen Auswertungen wurden unter Verwertung
des Statistikprogrammpaketes BMDP/Dynamic, Release 7.0 (DIXON, 1993)
durchgefihrt. Die grafischen Abbildungen wurden auf einem Personalcomputer
mit dem Programm Microsoft Excel 97 erzeugt. Zur Beschreibung der Daten
wurden arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und
tabellarisch wiedergegeben. Die Untersuchung der Zusammenhange erfolgte
bei den quantitativen Merkmalen mit Hilfe von Korrelationsanalysen mit dem
Programm BMDP6D unter Angaben des Korrelationskoeffizienten und der

Regressionsgeraden. Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgestellt.
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3.2 Ergebnisse
3.21 Spontane Vergiftung
3.2.11 Anamnese

Die Befragung der Tierhalter ergab, daf3 sich seit November 1992 im Fluf3tal des
S&o Francisco eine Durreperiode entwickelt hatte. In der darauf folgenden Zeit
wurden bei vielen Rindern, Schafen und Ziegen Mangelerndhrung, verminderte
Reproduktionsraten und Aborte, Parasitosen sowie verschiedene akute
Pflanzenvergiftungen beobachtet. Im ganzen Gebiet trockneten die zahlreichen
Stauseen (“acudes”) aus, in denen dann wegen der noch vorhandenen
Feuchtigkeit im Boden Ipomoea fistulosa aktiv zu sprossen begann (Abb. 9a, b).
Auch an den Ufern kleinerer Flisse nahm dieser Strauch stark an Wachstum
zu. Wegen sonst fehlender griiner Vegetation hatten die Tiere keine andere
Wahl, als sich von den Blattern dieses Busches notdurftig zu ernahren.
Vergiftung mit Ipomoea fistulosa hatte nicht nur den Tod von mehr als der Halfte
der Ziegenpopulation zur Folge, sondern auch Rinder und Schafe starben. Bis
Oktober 1993 war der Grof3teil dieser Tiere verendet. Die restlichen Tiere
wurden zur Verwertung geschlachtet, andere Tiere gesundeten oder befanden
sich in der Rekonvaleszenz. Ungefahr 20 % aller betroffenen Ziegen litten unter

deutlichen Nachwirkungen der Vergiftung mit Ipomoea fistulosa.

Nach Meinung der Zichter tritt die Vergiftung mit dieser Pflanze regelmalig
jedes Jahr auf. Die Krankheit ist unter den Namen Vergiftung mit ,canudo” bzw.
.,mata cabra” allgemein bekannt. Die ersten erkrankten Tiere werden zwischen
dem dritten und vierten Monat nach dem Ende der Regenzeit beobachtet, d. h.
normalerweise zwischen August und September. Mit dem Beginn der Regenzeit
im November treten keine Erkrankungen dieser Art mehr auf. Der Mangel an
Nahrung in der ,Caatinga“ ist der wichtigste Faktor fur die Aufnahme von
Ipomoea fistulosa, da der Busch wahrend der langen Trockenzeit die einzige

grine Pflanze darstellt. Ein anderer wichtiger Faktor nach Meinung der Zichter
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ist, dal3 die Tiere, wenn sie einmal diese Pflanze aufgenommen haben, ,stichtig*
danach werden und sie weiter fressen, auch wenn anderes Futter zur Verfiigung
steht. Demnach wird Ipomoea fistulosa auch dann bevorzugt aufgenommen,
wenn gleichzeitig Futter von sehr guter Qualitdt angeboten wird. Die Krankheit
befallt Ziegen verschiedenen Alters ausser den LAmmern. Erste Symptome sind
etwa einen Monat nach der ersten Aufnahme dieser Pflanze zu beobachten. Der
Krankheitsverlauf betragt ungefahr zwei bis drei Monate. Alle Tiere, die I[pomoea
fistulosa ununterbrochen aufnehmen, sterben. Wird die Aufnahme unterbrochen,
kommt die Erkrankung zum Stillstand und die Tiere erholen sich innerhalb
weniger Monate. Fur die Ziuchter sind folgende Symptome bei der Ziege
charakteristisch: progressive Abmagerung, Verlangsamung in Verhalten und
Bewegung, Torkeln bis hin zu steifen, vorwiegend seitwérts gerichteten und
orientierungslosen Bewegungen. Im Endstadium der Erkrankung zeigen die
Tiere eine hochgradige Abmagerung (sie sind ,secos”, vertrocknet), fallen
spontan um, es kommt zum Dekubitus und sie verenden schlief3lich, zum teil
erst nach Monaten. Obwohl Folgeschaden wie hgr. Abmagerung und
schwankender Gang bestehen bleiben, kdnnen betroffene Tiere dennoch

tragend werden und augenscheinlich gesunde LA&mmer gebéren.

Im Dezember 1991 wurden uns aus der Gemeinde von Itaguai-RJ eine
méannliche, sechs Monate alte Mischlingsziege gebracht, welche hgr.
neurologische Symptome zeigte. Vorberichtlich wurde das Tier auf einer kleinen
Weide gehalten, in der Ipomoea fistulosa als Gartenpflanze wuchs und
gleichzeitig auch als Zaun fungierte. Einen Monat nach Verbringen auf diese
Grunflache setzten neuromotorische Stdérungen ein, und die Ziege wurde
schliel3lich drei Monate nach Auftreten der ersten Symptome getotet. In dieser
Gemeinde sowie in dem ganzen Tiefland des Staates von Rio de Janeiro, der
“Baixada Fluminense”, ist Ipomoea fistulosa sehr verbreitet und wéachst dort teils
als dichtes Buschwerk, bevorzugt auf feuchtem Boden und in

Uberschwemmungsgebieten.
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3.2.1.2 Identifizierung der Pflanze

Die Pflanzen aus Petrolina, Juazeiro und Itaguai wurden als Ipomoea fistulosa aus

der Familie der Convolvulaceae identifiziert (Abb. 9a).
3.2.1.3 Klinische Symptome

Bei der Adspektion aus grofRerer Entfernung zeigten die meisten erkrankten
Tiere langsame und unbeholfene Bewegungen. Im Stand war ein aufgekrimmter
Rucken bei breitgestellten Gliedmal3en auffallig. Ab und zu wurde diese Haltung
durch ein Schitteln des Kopfes und der Ohren unterbrochen. Der Gang
zeichnete sich durch kurze, steife Schritte aus. Kopf und Hals wiesen eine hohe
starre Haltung auf. Bei schnellerer Bewegung wurden Straucheln, unkoordinierte
Bewegungen und Umfallen beobachtet. Liegende Tiere wurden oft in sternal-
abdominaler Stellung angetroffen, wobei die Vorderlaufe starr nach vorne
ausgestreckt waren. Auch traten angedeutete intermittierende Dorsoflexion des
Kopfes (Opisthotonus-énliche Bewegung) auf. Der Appetit erschien ungestort.

Anschlieend wurden die Tiere eingefangen und klinisch untersucht. Hierbei
konnte eine deutliche Verstarkung der beschriebenen Symptome festgestellt
werden, und selbst Tiere, die bei der Adspektion noch unauffallig erschienen,
zeigten nun deutliche neurologische Erscheinungen (5115, 5116, 5117, 5118).
Alle Ziegen waren abgemagert und anamisch. Bei der ,Aufsteh-Prifung® war
keines der Tiere fahig, spontan in die sternal-abdominale Stellung zu gelangen
und anschlieend aufzustehen (Abb. 10a). Kam ein Tier zum Stehen, zeigte es
hochgradige  Gleichgewichtsstorungen, Hypermetrie, Dysmetrie  sowie
Storungen in der kontralateral-alternierenden Schrittfolge. Auffallig war weiterhin
eine deutliche Hinterhandschwéche, die bei Aufstehversuchen oft dazu fuhrte,
dal3 das Tier nach hinten uberfiel (Abb.10b). Bei den Stellreaktionen wurden
eine Hypertonie des Halses und eine Hyperextension der Vordergliedmalien
bei zwei Ziegen beobachtet. Drei Ziegen zeigten Patellar- und
Pannikulushyperreflexie. Die Ubrigen Tiere zeigten dagegen eine Hyporeflexie.

Die Schmerzempfindlichkeit erschien bei den Tieren 5113 und 5114 reduziert.
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Eine deutliche Muskelschwache wurde bei den Ziegen 5113 und 5123

festgestellt. In Tabelle 6 sind die wichtigsten neurologischen Symptome

aufgefuhrt.
3.2.1.4 Obduktionsbefunde, Histopathologie und Lektinhistochemie
Die Obduktionsbefunde sowie die histopathologischen und

lektinhistochemischen Veradnderungen werden im Zusammenhang mit den

experimentellen Fallen beschrieben.
3.2.2 Experimentelle Intoxikation
3.221 Dosis und Verlauf

In allen drei Versuchsgruppen erwies sich Ipomoea fistulosa als toxisch fur die
Ziege (Tabelle 7). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied bezuglich der
Futteraufnahmerate bzw. der aufgenommen Dosis und der Uberlebensdauer sowie
der Gewichtsabnahme zwischen den drei Gruppen nachgewiesen werden. Die
beobachtete individuelle Futteraufnahme der Tiere in allen drei Gruppen konnte
jedoch sehr unterschiedlich sein. In den Abbildungen 11 (Gruppe 1, n = 3), 12
(Gruppe 2, n = 6) und 13 (Gruppe 3, n = 3) sind die individuellen
Futteraufnahmemengen im Griunfutter fir jedes Tier dargestellt. Tiere, die
ausschlieBlich mit Ipomoea fistulosa gefuttert wurden (Gruppe 1), zeigten eine
deutliche Bevorzugung fur frisches grines Gras, wenn dies alternativ zu Ipomoea
fistulosa angeboten wurde. Drei Ziegen, die mit 50% Ipomoea fistulosa geflittert
wurden (Gruppe 2), zeigten ebenfalls eine Praferenz fir griines Gras, die Ubrigen
drei Tiere hatten dagegen ein indifferentes Futteraufnahmeverhalten. Zwei der drei
Ziegen aus Gruppe 3, welche mit 25% Ipomoea fistulosa gefuttert wurden, zeigten
eine Bevorzugung fir diese Pflanze und das dritte Tier wiederum eine indifferente
Nahrungsaufnahme. In der ersten Versuchswoche wurde ein Gewichtsverlust bei
allen Tieren festgestellt. Danach erlangten mit Ausnahme der Ziege 5075 alle Tiere
ihr Ausgangsgewicht zurtick und zeigten bis zum ca. 40. Versuchstag eine

Gewichtszunahme. Anschliel3end kam es zu einer kontinuierlichen Abmagerung.
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3.2.2.1.1 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa (Dosis
in Trockenmasse) und Verlauf vom ersten Versuchstag bis

zum Tod der Tiere

Lediglich eine Ziege (5073) verendete spontan am 83. Versuchstag bei einer Dosis

von 4,7 g/lkg KM/Tag. Moribunde Tiere wurden zwischen dem 53. (5075) und 105.

Tag (5070) nach Versuchsbeginn euthanasiert. Die aufgenommene Menge an

Ipomoea fistulosa variierte zwischen 14,9 (5069) und 5,2 (5072) g/kg KM/Tag.

Abb. 11: Futteraufnahme bei ausschlief3licher Futterung mit Ipomoea fistulosa
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Abb. 12: Futteraufnahme bei Fltterung mit 50% von Ipomoea fistulosa
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Abb. 13: Futteraufnahme bei Fltterung mit 25% von Ipomoea fistulosa
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3.2.2.1.2 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa (Dosis
in Trockenmasse) und Verlauf vom ersten Versuchstag bis

zum ersten Symptom

Bei einer Dosis von 22,8 (5069) und 2,7 (5074) g/kg KM/Tag wurden die ersten
Symptome zwischen dem 22. (5070) und 42. (5072) Versuchstag festgestellt.

3.2.2.1.3 Durchschnittliche Aufnahme von Ipomoea fistulosa (Dosis
in Trockenmasse) und Verlauf vom ersten Symptom bis zum

Tod

Ziege 5073 starb 58 Tage nach dem Auftreten erster Symptome bei einer Dosis von
4,5 g/kg KM/Tag. Die moribunden Ziegen wurden innerhalb von 12 (5075) und 83
(5070) Tagen nach Auftreten erster Symptome euthanasiert bei einer Dosis von
12,0 (5069) und 3,3 g/kg KM/Tag (5075).

3.2.2.2 Klinische Untersuchung

Die klinische Manifestation der Vergiftung mit Ipomoea fistulosa war durch eine

hochgradige Abmagerung und nervdse Storungen gekennzeichnet.
3.2221 Allgemeine Symptomatik

Allgemein zeigten die Tiere seit Beginn des Fuitterungsversuches eine
unvollstandige Pansenmotilitat, und die Frequenz des Wiederk&duens erschien,
insbesondere bei Tieren der Gruppen 1 und 2, herabgesetzt. Das Kotvolumen war
geringgradig vermindert bei deutlich verkleinerten Kotkligelchen, welche dunkler
und fester als normal erschienen. Abgesetzter Harn wies auf seiner Oberflache
einen silberfarbenen Schleier auf. Herz- und Atemfrequenz wichen zeitweilig nach

oben oder unten von der physiologischen Norm ab.
3.2.2.2.2 Neurologische Symptome

Den zentralnervosen Symptomen wurde besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

Diese charakterisierten sich durch Bewuf3tseins- und Verhaltensstérungen sowie
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Storungen in der Motorik. Viele dieser Symptome wurden in einer bestimmten
Phase der Erkrankung und in unterschiedlicher Auspragung beobachtet. Motorische
Stérungen des Bewegungsablaufes gehorten mit Stérungen der Haltungs- und
Stellreaktionen zu den ersten und am starksten ausgepragten Symptomen. Diese
nahmen in ihrer Auspragung mit dem Verlauf der Erkrankung zu. Allgemein kam es
dabei teils zu einer Uberlagerung, teils zu alternierenden nervosen
Ausfallserscheinungen. Auch Bewul3tseins- und Verhaltensstorungen traten schon
relativ friih auf, wahrend solche der spinalen Reflexe und der Kopfnervenfunktionen
oft erst in spateren Krankheitsphasen in Erscheinung traten (Abb. 14). In Tabelle 8
ist eine Zusammenfassung der zentralnervosen Symptome zwischen dem 50. und
dem 65. Versuchstag wiedergegeben. Tabelle 9 faf3t chronologisch das erste
Auftreten bestimmter neurologischer Symptome wahrend des Versuches fur jedes
Tier zusammen. Tabelle 10 listet fur jedes Versuchstier die individuellen

neurologischen Ausfallserscheinigungen am Tag des Todes auf.

Abb. 14: Grafische Darstellung des ersten Auftretens neurologischer Symptome
(Median, Minimum, Maximum)
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3.2.2.2.2.1 Bewultseins- und Verhaltensstorungen

Bewul3tseins- und Verhaltensstérungen wurden bei allen Versuchstieren festgestellt
(Abb. 15). Anfangs zeigten die Tiere Somnolenz. Charakteristisch waren Apathie,
sbetrunkene” und/oder halluzinationsahnliche Zustande. Im weiteren Verlauf
verharrten die Tiere lange Zeit in der sternal-abdominalen Stellung oder standen,
wobei in beiden Positionen ein starrer Blick und Mydriasis auffallig waren. Die
Gesichtsmuskulatur wies bei einem Teil der Tiere eine deutliche Kontraktion auf.
Weiterhin wurden stumpfsinniges Verhalten, leeres Kauen, Zahneknirschen,
Kopfschitteln sowie heisere, teils krampfartig (bermaRige Lautduf3erungen
festgestellt (5070, 5071). Vier Ziegen (5069, 5070, 5071, 5073) zeigten zusétzlich
halluzinationsahnliche Symptome, welche sich darin &uf3erten, dal? sie zeitweise
fiktiven Objekten nachschauten. Bei drei weiteren Tieren wurden zusatzlich
anfallsartige exzitatorische Zusténde festgestellt (5072, 5070, 5073).

Abb. 15: Grafische Darstellung des ersten Auftretens der BewuRtseins- und
Verhaltensstdérungen
Apathie 4 n=7 *>
Halluzinationséhnliche Sympt. 4 n=4 , -
"Betrunkener" Zustand 1 n=7 *
Kopfschitteln und Ohrenkratzen 4 n=10 *>
Exzitation 94 n=3 [—
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Zeit (Tage)
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3.2.2.2.2.2 Bewegungsstorungen

Charakteristische motorische Symptome zeichneten sich bei allen Ziegen durch die
Unfahigkeit aus, koordinierte und willkirliche Bewegungen auszufihren. Bei
manchen Tieren dominierte eine Stérung der Koordination (Ataxie), wahrend bei
anderen eine Storung in der willktirlichen Bewegung (Parese) Uberwog. Letztere trat
in starkerer Auspragung gewohnlich erst in spéateren Stadien der Erkrankung auf
(Abb. 16). Zu Beginn der ersten Vergiftungssymptome waren verkirzte, steife
Schritte bei hocherhobener, starrer Kopf- und Halshaltung und eine breitbeinige
Stellung im Stand auffallig. In der Versuchsphase, in der sich die klinischen
Symptome manifestierten, lagen insbesondere ein Intentionstremor des Kopfes und
Halses sowie Hyper- und/oder Dysmetrie vor (Abb. 10c). Letztere traten zunachst
an einer oder beiden Vordergliedmal3en, spater an allen vier Gliedmaf3en auf. Auf
eine Drohbewegung hin reagierten die Tiere mit einer entgegengesetzten
Bewegung von Beinen und Kdorper, welche in manchen Fallen zum unwillktrlichen
Umfallen des Tieres fuihrte. Drei Ziegen entwickelten schnell aufeinanderfolgende
unvollstandige willktrliche Bewegungen insbesondere der Vordergliedmalien
(Tremor). Bei dem Versuch, Hindernisse zu bewaltigen (Ring, Stufe, Schrége) fielen
die Tiere unkoordiniert in das Hindernis. Die Ziegen 5072, 5076 und 5079 zeigten
einen Tremor der Vordergliedmassen, beim Laufen eine ausgepragte Dysmetrie
sowie Storungen in der kontralateral-alternierenden Schrittfolge. Die meisten Tiere
wiesen im Gang seitlich schwankende Bewegungen des Korpers, gebeugte
Gliedmal3en, besonders der Hinterhand, und eine breitbeinige Stellung auf. Vom
Beginn der Symptome an konnte bei den meisten Ziegen eine Schwéchung und
schlie3lich eine Unfahigkeit, den Hinterkdrper zu erheben beobachtet werden
(Paraparese). Beim Versuch, aufzustehen bzw. beim Harnabsatz insbesondere
weiblicher Tiere, kam es haufig zum rickwartigen Umkippen. Die Ziegen 5069,
5071, 5073 und 5075 zeigten eine Hemiparese.
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Abb. 16: Grafische Darstellung des ersten Auftretens der Stérungen des
Bewegungsablaufes
Hypermetrie n=8 *
Paraparese ] n=10 -
Schwankende Bewegung 4 n=10 *
Dysmetrie 1 n=6 H————
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Hemiparese 1 n=4 *
Stérung der Schrittfolge 1 n=7 *
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Tetraparese 1 n=6 +*
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3.2.2.2.23 Haltungs- und Stellreaktionen

Storungen  der  Haltungs- und  Stellreaktionen  gingen  deutlichen
Bewegungsstorungen gewohnlich voraus (Abb. 17).

Die Haltung war durch breiten Stand und ausgepragte Dorsoflexion des Kopfes
charakterisiert. Es konnte eine intermittierende Dorsoflexion des Kopfes beobachtet
werden, welche im weiteren Krankheitsverlauf, in dem sich die Tiere Gberwiegend in
der sternal-abdominalen Stellung befanden, am deutlichsten ausgepragt war. In
diesem Stadium wurden alle Gliedmal3en steif nach vorne weggestreckt. Allgemein
wies die Muskulatur von Kopf, Hals und VordergliedmalRen eine hochgradige
Hypertonie bzw. Hyperextention auf, insbesondere dann, wenn ein physischer oder
akkustischer Reiz erfolgte. Bei der Prufung der Stellreaktion zeigten alle Ziegen
eine ausgepragte steife, gespreizte Gliedmal3enstellung der Vorderlaufe. Bei der
Schubkarrenprobe wurden gleiche Reaktionen festgestellt, zusétzlich konnten sich

die Tiere nicht fortbewegen und die Dorsoflexion des Kopfes erschien verstarkt.
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Abb. 17: Grafische Darstellung des ersten Auftretens der Stérungen der Haltungs-
und Stellreaktionen
"Aufsteh-Prifung”  J n=10 ———

Dorsoflexion des Kopfes | n=7 e
Breitbeiniger Stand 4 n=7 *

Hypertonie Hals und Giedmassen | n=8 .

Stellreaktionen ] n=9 B —
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit (Tage)

Bei der ,Aufsteh-Prifung“ streckten die Tiere bei der Fixation in Seitenlage die
GliedmalRen steif vom Korper weg und zeigten wiederum eine ausgepragte
Dorsoflexion des Kopfes. Hierbei wurde dem Druck an der Palmar- und
Plantarflache bei starr gestreckter Gliedmal3e auch dann nicht nachgegeben, wenn
diese in eine andere Richtung gedrangt wurde. Mit zunehmendem Grad der
Erkrankung konnte bei Druckaustbung auf nur eine Gliedmal3e eine Angleichung
der dbrigen drei Gliedmal3en in Richtung und Haltung beobachtet werden (5069,
5070, 5071, 5072, 5073, 5075, 5076, 5079, 5080). Zusatzlich konnten eine
Kontraktur der Gesichtsmuskulatur, ein Nystagmus sowie krampfartig geschlossene
Augenlider beobachtet werden. Beim Loslassen nach Fixation waren die Tiere
unfahig, Kopf- und Korper im Raum zu orientieren. Der Versuch, sich aus dieser
Lage zu befreien, fihrte teilweise zu ausgedehnten Ruderbewegungen aller vier
GliedmalRen unter zusatzlichem Kopfkreisen. Sobald der Kopf die richtige
Orientierung im Raum fand oder die Gliedmal3en einen Widerstand erhielten,
stoppte das Tier seine Bewegungen. Ein selbststandiges Aufstehen war zu diesem
Zeitpunkt des Versuches nicht mehr méglich. Die ,Aufsteh-Prifung” wies schon in

der Fruhphase des Versuches zuverlassig auf erste sichere Auswirkungen der
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Vergiftung hin, denn hierbei zeigten auch sonst noch unauffallige Ziegen bereits

deutliche Stérungen dieser Art.

3.2.22.24 Spinale Reflexe

Bei der Mehrzahl der Tiere wurden Stérungen der Patellar- und Pannikulusreflexe,
in Form von Hypo- und Hyperreflexien, festgestellt, die meist erst in spateren
Krankheitsstadien manifest wurden (Abb. 18). Patellar- und Pannikulushyperreflexie
wurden wéhrend der gesamten Untersuchungszeit festgestellt. Das
Schmerzempfinden erschien verzogert. Bei einigen Tieren lag weiterhin ein
Myoklonus vor (5069, 5071, 5072, 5074, 5075, 5076, 5079).

Abb. 18: Grafische Darstellung des ersten Auftretens der Stérungen der spinalen
Reflexe
Pannikulusreflex f n=8 -
Myoklonus i n=8 .
Patellarreflex J n=9 —_——————
Schmerzempfindung J n=8 *
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit (Tage)

3.2.2.2.2.5 Kopfnervenfunktionen

Die wichtigsten Anomalien der kranialen Nervenfunktionen stellten sich zum einen
als abnormer Nystagmus, d. h. schnellere Schwingungen der vertikalen,
horizontalen und rotatorischen Augenbewegungen, dar, welche durch Bewegungen
des Kopfes in verschiedene Richtungen provoziert werden konnten. Besonders
deutlich trat dieser bei der ,Aufsteh-Prifung“ hervor (5069, 5070, 5071, 5072 und

5073). AulRerdem wurde ein normaler Nystagmus bei Spontanbewegungen des
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Kopfes beobachtet. Der Pupillarreflex war verzogert oder fehlte ganz, letzteres
besonders in der Endphase der Erkrankung (5069, 5070, 5071, 5072, 5073, 5079).
Seltener wurde ein ventro-medialer Strabismus festgestellt (5069, 5072, 5073,
5075). Auch dieser wurde gewohnlich erst spat bemerkt (Abb. 19). Auf Gerausche
reagierten alle Tiere zunachst tberempfindlich, im Endstadium der Erkrankung
dagegen wurde gar keine Reaktion mehr gezeigt. Manche Tiere zeigten
Schwierigkeiten, Futter aufzunehmen und zu kauen. Aufl3erdem zeigten sie

herabhangende Lippen und Augenlider.

Abb. 19: Grafische Darstellung des ersten Auftretens der Stérungen der
Kopfnervenfunktionen
Abnormaler Nystagmus ] n=5 ———
Strabismus 4 n=4 *
Pupillarreflex 1 n=6 *
LO 20 30 40 50 60 70 80 90
Zeit (Tage)

Im Endstadium der Erkrankung blieb der Appetit jedoch stets erhalten. Die Tiere
zeigten eine Tetraparese, wobei die Mehrzahl nach Aufstellhilfe in sdgebockartiger
Stellung fur kurze Zeit zum Stehen kam. Dabei wurde ein deutlicher
Intentionstremor beobachtet. Die Stellreaktion und die Plantar-Palmarflachen-
Gegendruckantwort waren deutlich erhdht (Abb 10d), die spinalen Reflexe dagegen
markant erniedrigt. Strabismus und abnormer Nystagmus waren weitere typische
Symptome im Endstadium der Erkrankung. Das Schmerzempfinden fehlte

schlief3lich ganz.
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3.2.2.3 Obduktionsbefunde bei spontane und experimenteller

Vergiftung

Sowohl bei den spontan, als auch bei den experimentell durch Ipomoea fistulosa
erkrankten Tieren wurden lediglich eine hochgradige Abmagerung und eine Anamie

festgestellt.

3.2.2.4 Histopathologische Befunde bei spontane und

experimenteller Vergiftung

Die wichtigsten histopathologischen Verédnderungen bestanden in einer
zytoplasmatischen Vakuolisierung in neuronalen und extraneuronalen Geweben.
Tabelle 11 zeigt eine Zusammenfassung der betroffenen Organe sowie Zelltyp und

Grad der Veranderungen, wie sie sich in der H.E.-Farbung darstellten.
3.2.24.1 Veranderungen des Nervensystems

Die Veranderungen waren im wesentlichen durch eine neuronale Vakuolisierung,
axonale Degeneration sowie durch eine Astrogliose gekennzeichnet. Die Tabellen
12 - 14 geben eine Zusammenfassung der wichtigsten betroffenen Gehirngebiete.
Im allgemeinen waren die L&sionen sehr uniform und bilateral symmetrisch. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede der Befunde zwischen den
Untersuchungsgruppen festgestellt. Prominente Veranderungen fanden sich vor
allem im Kleinhirn, wurden aber ebenso in der GroR3hirnrinde, im Corpus striatum
und Thalamus festgestellt. Die Vakuolisierung lag sowohl im zentralen
Nervensystem (ZNS) als auch im autonomen Nervensystem vor. Neuronale
Nekrosen wurden insbesondere in der Kleinhirnrinde beobachtet. Axonale
Sphéaroide fanden sich in ausgepragter Form im Globus pallidus, in der Substantia
nigra, im Cortex cerebelli, in den Nucc. cerebelli, im Nuc. vestibularis lateralis, im
Nuc. cuneatus lateralis und im Nuc. olivaris. Im Globus pallidus, im Nuc. lateralis
ventralis thalami, in der Substantia nigra, im Cortex cerebelli, in den Nucc. cerebelli
und im Nuc. vestibularis lateralis wurde zusatzlich eine deutliche Astrogliose

festgestellt.
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3.2.24.1.1 Zytopathologie
3.2.2.4.1.1.1 Neuronen

Allgemein wiesen die Neuronen ein voluminds-schaumiges Zytoplasma mit Bildung
zahlreicher kleiner Vakuolen auf (Abb. 20a). Die Nissl-Substanz erschien vermindert
und feingranuldr. Bei Tieren, die mehr als 50 Versuchstage Uberlebten, zeigten
Neuronen, insbesondere Purkinjezellen, hdufig eine aufgeldste Nissl-Substanz, eine
Eosinophilie des Zytoplasmas und einen randstandigen Zellkern im Sinne einer
Chromatolyse (Abb. 20b). Bei einem Teil dieser Neuronen konnte kein Zellkern
mehr nachgewiesen werden. Vereinzelt zeigten Purkinjezellen Karyorrhexis und
Pyknose (Abb. 20c). In verschiedenen Bulbus- und Kleinhirnkerngebieten fanden
sich einzelne Neuronen mit starker Eosinophilie des Perikaryon sowie Karyolyse. Im
Endstadium der Erkrankung wurde ein Zellverlust insbesondere von Purkinjezellen
des Vermis cerebelli beobachtet (Abb. 21a). Axonale Schadigungen waren durch
Sphéaroidbildung mit segmentaler Verdickung, Eosinophilie und feingranuliertem
Axoplasma charakterisiert. Bei der immunhistochemischen Untersuchung wurde
eine segmentale Ansammlung von Neurofilament (NF) in Axonen in allen Ebenen
des Gehirnes nachgewiesen. Dabei zeigten die proximalen Anteile der Axone von
Purkinjezellen der Kleinhirnrinde eine besonders ausgepréagte positive Reaktion fur
NF. In Langsschnitten zeigten diese haufig das Bild sogenannter “Torpedos” (Abb.
22a, b, c). Tiere, die mehr als 60 Versuchstage Uberlebten, wiesen in
Kleinhirnkerngebieten lediglich eine schwach positive oder vollsténdig fehlende NF-
Reaktion in den distalen Anteilen der Axone auf. Dagegen zeigten viele
chromatolytische Purkinjezellen eine positive NF-Reaktion. In der Kleinhirnrinde
wurde eine starke Verminderung der Korbzellaxone und ihrer terminalen
kollateralen Ramifikationen sowie von Axonen der Granulosazellschicht festgestellt
(Abb. 23a). Der GAD-Nachweis bei der Ziege 5080 ergab eine mittelgradige
positive Reaktion der Stern-, Korb-, Golgi- und Purkinjezellen. In den Nucc. cerebelli
war in axonalen Sphéaroiden eine hochgradige positive Reaktion festzustellen (Abb.
24a). Dagegen zeigten die Ziegen 5070, 5073 und 5123 eine geringgradige positive

Reaktion bei den zuvor genannten Zellen sowie in den Nucc. cerebelli. Die axo-
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somatischen synaptischen Kontakte im Cortex und in den Nucc. cerebelli
erschienen deutlich reduziert (Abb. 23b, 24b). In der Kleinhirnrinde wurde eine

starke Verminderung der Zellen sowie der Korbzellaxone festgestellt.
3.2.24.1.1.2 Astrozyten

Bei Tieren, die langer als 50 Tage nach Beginn der Futterung Uberlebten, bildete
sich eine mehr oder weniger deutliche Astrogliose aus, wie sie besonders mit der
GFAP Reaktion gezeigt werden kann (Abb. 25a, c). Sie war in denjenigen Gebieten,
in denen sich die ausgepréagtesten Perikaryon- und Axondegenerationen befanden,
besonders deutlich. Die Astrozyten wiesen in der H.E.-Farbung ein verstéarkt
eosinophiles und gleichzeitig vermehrtes Zytoplasma auf. Die Zellkerne waren
randstéandig, grofd und eingebuchtet. Besonders in den Thalamus-Kerngebieten der
beiden Ziegen 5072 und 5075 wurden Karyorrhexis und Pyknose in Astrozyten
festgestellt. Die Bergmann-Glia zeichnete sich durch eine deutliche Proliferation
sowie durch eine stark GFAP-positive zytoplasmatische Reaktion aus. Dabei
bildeten ihre Fortsatze breite und dichte, bis zur Glia limitans reichende Bander
(Abb. 25¢).

3.2.24.1.1.3 Oligodendrozyten

Die Oligodendrozyten zeigten in der H.E.-Farbung keine histopathologischen
Veranderungen. Die Luxol-Fast-Blue-Farbung ergab lediglich eine Verminderung

der myelinisierten Axone im Stratum granulosum des Kleinhirnes.

3.2.24.1.2 Topographie und Kinetik der ZNS-Veranderungen

In den Tabellen 15-17 sind die histopathologischen Verénderungen in der H.E.-
Farbung detailliert aufgelistet. Die topographische Verteilung der zytoplasmatischen
neuronalen Vakuolisierung und axonalen Sphéroide im Gehirn und ihre Kinetik (20,
30 und >40 Versuchstage) sind in den Abbildungen 39-56 zusammenfassend

dargestellt. Im folgenden werden die Veranderungen im Detail beschrieben.
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3.2.2.4.1.2.1 Spontane Vergiftung

Die wichtigsten histopathologischen Veranderungen bei den drei Ziegen wurden im
Kleinhirn und hier besonders im Vermis festgestellt. Hochgradige Vakuolisierung,
Verlust von Purkinjezellen, Spharoidbildung im Stratum granulosum, in der
Substantia alba und in den Nucc. cerebelli, Vakuolisierung bzw. Status spongiosus
in der Substantia alba sowie eine hochgradige Astrogliose waren hier besonders
prominent. Im Folgenden werden die individuellen Veréanderungen im einzelnen
vorgestellt.

Ziege 5113. Hier wurden lediglich sehr geringgradige Veranderungen, wie eine
sehr gering- bis geringgradige Vakuolisierung in den Purkinjezellen des Vermis
festgestellt. Im Nuc. fastigii und in den Nucc. interpositi cerebelli lag eine
mittelgradige, in der Substantia nigra, im Cortex cerebelli, im Nuc. lateralis cerebelli,
im Nuc. vestibularis lateralis, im Nuc. gracilis und im Nuc. olivaris accessorii dorsalis
eine geringgradige Sphéaroidbildung vor. Ein Neuronenverlust und eine Astrogliose
waren im Nuc. lentiformis, im Nuc. lateralis ventralis thalami, in der Substantia nigra
und in den Nucc. cerebelli nachweisbar. Zusatzlich wurde ein Status spongiosus in
der Substantia alba beobachtet, welcher besonders ausgepréagt in den Nucc.
cerebelli, im Nuc. vestibularis lateralis, im Pedunculus cerebellaris rostralis, im
Fasciculus longitudinalis medialis und im Fasciculus tegmenti erschien. Eine
geringgradige Ausprdgung dieser Veranderung fand sich im Pedunculus
cerebellaris caudalis, in der Formatio reticularis, in der Substantia nigra und im
Globus pallidus.

Ziege 5114. Nur bei diesem Tier konnte eine neuronale Vakuolisierung in

verschiedenen Arealen des Gehirnes festgestellt werden. Im Telencephalon wurde

im Cortex cerebri eine mittelgradige, im Corpus striatum dagegen eine eher gering-

bis mittelgradige Vakuolisierung beobachtet. Im Rhinencephalon lag eine sehr

geringgradige neuronale Vakuolisierung im Corpus amygdaloideum vor. Im
Diencephalon wurden gleichartige Verédnderungen in gering- bis hochgradiger
Auspragung in den Nucc. thalami, weiterhin geringgradig in der Zona incerta sowie

mittelgradig in den Nucc. subthalamici festgestellt. Im Mesencephalon fand sich

eine geringgradige neuronale Vakuolisierung im Nuc. ruber und in der Formatio
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reticularis. Im Metencephalon trat eine sehr gering- bis mittelgradige neuronale

Vakuolisierung in Purkinje- und Golgizellen im Vermis auf. Im Hemispherium
cerebelli lag eine sehr gering- bis geringgradige Purkinjezellvakuolisierung vor. Der
Nuc. fastigii und die Nucc. interpositi cerebelli zeigten eine geringgradige

Vakuolisierung. Im Myelencephalon fand sich die mittelgradige neuronale

Vakuolisierung insbesondere in den Nucc. olivares accessorii dorsalis et ventralis,
dagegen eine eher geringgradige in den Nuc. tr. spinalis nervi trigemini, Nuc.
motorius n. trigemini, Nuc. motorius n. facialis und in der Pars cervicalis medulla
spinalis sowie sehr geringgradig in der Formatio reticularis. Eine Spharoidbildung in
geringem Mal3e wurde in folgenden Arealen festgestellt: Substantia nigra, Vermis
cerebelli, Nuc. fastigii und Nucc. interpositi cerebelli. Ganz vereinzelte Spharoiden
fanden sich im Nuc. vestibularis lateralis und im Nuc. cuneatus lateralis und
mittelgradige im Nuc. olivaris accessorius dorsalis.

Ziege 5123. Bei diesem Tier wurde lediglich im Cerebellum eine neuronale
Vakuolisierung von Purkinje- und Golgizellen festgestellt. Besonders prominente
Lasionen fanden sich im Vermis, dagegen waren die Veradnderungen in den
Kleinhirnhemispharen eher sehr geringgradig bis geringgradig. Im Stratum
moleculare, in der Purkinjezellschicht und im Stratum granulosum wurde ein
hochgradiger Zellverlust von Perikarya beobachtet (Abb. 21a). Das Stratum
moleculare wies in der H.E.-Farbung eine Auflockerung auf. Im Vermis cerebelli
bestand eine gering- bis hochgradige, in den Kleinhirnhemispharen dagegen eine
geringgradige Sphéaroidbildung. Der Nuc. lateralis cerebelli, die Nucc. interpositi
cerebelli und der Nuc. vestibularis lateralis zeichneten sich durch eine eher
geringgradige und der Nuc. fastigii durch eine sehr geringgradige Sphéaroidbildung
aus. Bei der immunhistochemischen Untersuchung auf Neurofilament wurde ein
deutlicher diffuser Verlust von Axonen und Dendriten festgestellt. Im Stratum
granulare und der Substantia alba fanden sich Sphéroide und eine Verminderung
der NF-Expression der Axone (Abb. 23a). Weiterhin waren eine Astrogliose und
eine hochgradige Hypertrophie der Bergmann-Gliafasern in der GFAP-Farbung zu
beobachten, zusétzlich wiesen die Bergmann-Gliazellen eine deutliche Proliferation

sowie eine zytoplasmatische GFAP-Reaktion auf (Abb. 25c). Der GAD-Nachweis
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ergab eine geringgradige positive Reaktion der Stern-, Korb-, Golgi- und
Purkinjezellen sowie der Nucc. cerebelli. Die axo-somatischen synaptischen
Kontakte im Cortex und in den Nucc. cerebelli erschienen deutlich reduziert (Abb.
23b). In der Kleinhirnrinde wurde ein starker Verlust der zuvor genannten Zellen

festgestellt.
3.2.2.4.1.2.2 Experimentelle Vergiftung

Die Ziege 5082, die am 20. Versuchstag euthanasiert wurde, zeigte als wichtigste
Lasion eine neuronale Vakuolisierung. Diese war in den Nucc. thalami des
Diencephalon sehr gering- bis mittelgradig, in den Nucc. subthalamici geringgradig

ausgepragt. Im Metencephalon wurde eine geringgradige neuronale Vakuolisierung

der Purkinjezellen besonders des Vermis beobachtet. Eine sehr geringgradige
Sphéroidbildung fand sich im Nuc. fastigii und in den Nucc. interpositi cerebelli.
Ziege 5081 wurde am 30. Versuchstag euthanasiert, und auch hier war die

neuronale Vakuolisierung die auffalligste Veranderung. Im Telencephalon fand sie

sich sehr geringgradig und multifokal insbesondere im Cortex cerebri und
geringgradig im Claustrum. Im Diencephalon variierte dieser Lasionstyp von gering-
bis mittelgradig in den Nucc. thalami, und war in den Nucc. subthalamici sehr

geringgradig ausgepragt. Im Mesencephalon fanden sich ganz vereinzelt

vakuolisierte Neuronen in den Colliculi rostrales und caudales und in der Formatio
reticularis. Gleichartige Veranderungen traten sehr geringgradig in der Formatio
reticularis und den Nucc. cerebelli sowie geringgradig in den Nucc. pontis und

Nucc. dorsales corporis trapezoidei des Metencephalon auf. Im Kleinhirn variierte

die Vakuolisierung von sehr gering- bis mittelgradig in Purkinje- und Golgizellen des
Vermis, wahrend sie in den Hemispharen wiederum sehr gering- bis geringgradig
ausgepragt war. Eine geringgradige Spharoidbildung fand sich auch in den Nucc.
interpositi cerebelli.

Ab dem 40. Versuchstag waren die zerebralen Lasionen durch eine disseminierte
neuronale Vakuolisierung charakterisiert. Multifokale Chromatolysen und neuronale

Nekrosen in Metencephalon und Myelencephalon sowie eine disseminierte axonale

Degeneration und eine diffuse Astrogliose waren weitere wichtige Befunde bei allen
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Tieren (5069, 5070, 5071, 5072, 5073, 5074, 5075, 5076, 5079, 1580). Diese
Lasionen waren individuell variabel in Ausprégung, Verteilung, Lokalisation und
betroffenem Zelltyp.

Im Telencephalon wiesen alle Tiere eine neuronale Vakuolisierung auf. Im Cortex

cerebri variierte diese Veranderung von sehr gering- bis mittelgradig, im Corpus
striatum dagegen von sehr gering- bis hochgradig. Bei sechs von 10 Ziegen wurde
eine sehr gering- bis mittelgradige Spharoidbildung im Globus pallidus beobachtet.
Im Corpus striatum, und dort besonders in Putamen und Globus pallidus, lag bei
sieben Tieren eine sehr gering- bis hochgradige Astrogliose vor.

Im Rhinencephalon traten eine gering- bis hochgradige neuronale Vakuolisierung

iIm Hippocampus sowie eine sehr gering- bis mittelgradige im Gyrus
parahippocampalis und gering- bis mittelgradige im Corpus amygdaloideum bei acht
Ziegen auf. Eine geringgradige Astrogliose wurde bei dem Tier 5069 im
Hippocampus festgestellt.

Im Diencephalon, insbesondere im Thalamus, lagen bei allen Tieren hochgradige
Lasionen vor, welche durch neuronale Vakuolisierung und Astrogliose
charakterisiert waren. Dabei waren die Nucc. mediales und laterales besonders
betroffen. Die neuronale Vakuolisierung variierte in ihrer Auspragung von mittel- bis
hochgradig. Bei 7 Ziegen fiel der Verlust von Zellkernen in hochgradig
vakuolisierten Neuronen, insbesondere im Nuc. lateralis ventralis, auf. Bei allen
Tieren wurde eine gering- bis hochgradige Astrogliose festgestellt. Zwei Ziegen
zeigten ein hochgradiges Astrozytenddem (vgl. 3.2.2.4.1.1.2). Lediglich das Tier
5070 wies in den Nucc. medialis und lateralis thalami eine Spharoidbildung auf. In
den Nucc. geniculati konnte eine gering- bis mittelgradige Vakuolisierung bei acht
Tieren, weiterhin eine sehr geringgradige Sphéaroidbildung bei zwei Tieren und eine
gering- bis mittelgradige Astrogliose bei drei Tieren beobachtet werden. Im
Subthalamus bzw. der Zona incerta, in den Nucc. subthalamici und im Nuc.
endopeduncularis fand sich bei acht Ziegen eine gering- bis mittelgradige neuronale
Vakuolisierung. Eine sehr gering- bis geringgradige Spharoidbildung war hier bei

zwei Tieren nachweisbar. Im Hypothalamus konnte eine sehr gering- bis



70 Ergebnisse

geringgradige neuronale Vakuolisierung bei drei Ziegen sowie eine geringgradige
Astrogliose bei einem Tier (5069) beobachtet werden.

Im Mesencephalon fanden sich in den meisten Kerngebieten bei neun Tieren eine

sehr gering- bis mittelgradige neuronale Vakuolisierung und bei allen Tieren eine
sehr gering- bis mittelgradige Sphéaroidbildung sowie eine diffuse Astrogliose. In der
Substantia nigra von neun Ziegen wurde eine sehr gering- bis mittelgradige
Spharoidbildung und eine gering- bis hochgradige Astrogliose festgestellt. In den
Gehirnen von Tieren, die langer als 70 Versuchstage Uberlebten, zeigte sich ein
Verlust von Neuronen in der Pars reticularis der Substantia nigra.
Sphéaroidbildungen fanden sich bei einem Tier geringgradig im Nuc. marginalis
pedunculi cerebellaris rostralis und sehr geringgradig im Nuc. lemnisci lateralis
sowie sehr gering- bis mittelgradig bei vier Tieren in den Colliculi craniales und
caudales. Vier weitere Ziegen wiesen hier eine sehr gering- bis mittelgradige
Astrogliose auf.

Im Metencephalon traten die markantesten Lasionen im Cortex cerebelli, in den

Nucc. cerebelli, im Nuc. dorsalis corporis trapezoidei und in den Nucc. pontis auf.
Hochgradige Veranderungen lagen im Kleinhirnwurm, gering- bis mittelgradige in
den Kleinhirnhemispharen und im Lobus flocculonodularis vor. Eine neuronale
Vakuolisierung fand sich in allen Zellschichten des Kleinhirns, war jedoch in den
Purkinjezellen besonders ausgepréagt (Abb. 20a). Das Neuropil des Stratum
moleculare erschien aufgelockert, zusétzlich wurden Sphéaroide im Stratum
granulare und in der Substantia alba beobachtet. Weiterhin lag eine Proliferation
der Bergmann-Gliazellen vor (Tab. 17), wobei Lingula, Lobulus centralis, Culmen,
Declive, Folium vermis, Tuber, Pyramis und Uvula bei allen Tieren betroffen waren.
Chromatolyse und Nekrose, insbesondere der Purkinjezellen (Abb. 20b, c) fanden
sich ebenfalls bei allen Tieren. Ein Verlust von Purkinjezellen wurde dagegen bei
sieben Tieren festgestellt. Im Stratum granulare und in der Substantia alba lag bei
allen Tieren, die den 50. Versuchstag tberlebten, eine sehr gering- bis hochgradige
Sphéroidbildung in Form sogenannter “Torpedos” vor (Abb. 22a, b). Mit Ausnahme
der Ziege 5069 zeigten alle Tiere eine sehr gering- bis hochgradige neuronale

Vakuolisierung insbesondere der Purkinjezellen in den Kleinhirnhemisphéren und
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im Lobus flocculonodularis. In erstgenannter Lokalisation wurden Spharoide in sehr
gering- bis geringgradiger Auspragung bei neun Tieren festgestellt. Bei allen Tieren
waren die Befunde in den Nucc. cerebelli durch sehr gering- bis hochgradige
neuronale Vakuolisierung und Sphéaroidbildung sowie durch eine mittel- bis
hochgradige Astrogliose geprégt. Im Nuc. fastigii und in den Nucc. interpositi
cerebelli konnte eine gering- bis hochgradige, im Nuc. lateralis cerebelli eine eher
sehr gering- bis mittelgradige Sphéaroidbildung neben Einzelzellnekrosen grof3er
und kleiner Neuronen bei allen Tieren beobachtet werden. In dem Pons fanden sich
eine sehr gering- bis mittelgradige neuronale Vakuolisierung und Astrogliose bei
acht Tieren. Die am deutlichsten betroffenen Kerngebiete waren der Nuc. dorsalis
corporis trapezoidei, die Nucc. pontis und die Formatio reticularis. In den Nucc.
pontis wurden bei zwei Tieren Sphéaroide beobachtet. Der GAD-Nachweis bei der
Ziege 5080 ergab eine mittelgradige positive Reaktion der Stern- , Korb-, Golgi- und
Purkinjezellen. In den Nucc. cerebelli war in axonalen Spharoiden eine hochgradige
positive Reaktion festzustellen (Abb. 24a). Dagegen zeigten die Ziegen 5070 und
5073 eine geringgradige positive Reaktion bei den zuvor genannten Zellen sowie in
den Nucc. cerebelli (Abb. 24b). Die axo-somatischen synaptischen Kontakte im
Cortex und in den Nucc. cerebelli erschienen deutlich reduziert. In der
Kleinhirnrinde wurde eine starke Verminderung der Zellen sowie der Korbzellaxone
festgestellt.

Auch im Myelencephalon fielen insbesondere eine neuronale Vakuolisierung und

Spharoidbildung auf, wobei die Auspragung der Lasionen in den unterschiedlichen
Kerngebieten von sehr gering- bis hochgradig variierte. Manche Kerngebiete waren
vollig unverandert. Eine neuronale Vakuolisierung in der Medulla oblongata wurde
insbesondere in folgenden Kerngebieten beobachtet: mittel- bis hochgradig in den
Nucc. olivaris accessorius dorsalis et ventralis bei neun Tieren; sehr gering- bis
mittelgradig im Nuc. vestibularis lateralis bei acht Tieren; im Nuc. tr. spinalis n.
trigemini und motorius n. trigemini bei sieben Tieren; im Nuc. cuneatus lateralis bei
sechs Tieren; im Nuc. cuneatus medialis bei vier Tieren und in der Formatio
reticularis bei sieben Tieren; sehr gering- bis geringgradig im Nuc. vestibularis

medialis bei funf Tieren; im Nuc. vestibularis caudalis bei vier Tieren; im Nuc.
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funiculi lateralis bei sechs Tieren und im Nuc. gracilis bei vier Tieren. Eine
Sphéroidbildung trat in folgenden Kerngebieten der Medulla oblongata auf: sehr
gering- bis mittelgradig im Nuc. vestibularis lateralis bei allen Tieren; im Nuc. gracilis
bei drei Tieren; im Nuc. cuneatus medialis bei funf Tieren; im Nuc. cuneatus lateralis
bei acht Tieren; im Nuc. olivaris accessorius dorsalis bei funf Tieren und im Nuc.
olivaris accessorius ventralis bei vier Tieren; sehr gering- bis geringgradig im Nuc.
vestibularis medialis und caudalis bei drei Tieren. Eine Astrogliose wurde bei acht
Tieren in der Medulla oblongata festgestellt, welche besonders bei denjenigen
Tieren ausgepragt war, die mehr als 70 Versuchstage Uberlebten. Die Medulla
spinalis wies sehr gering- bis mittelgradige neuronale Vakuolisierung und Sphéaroide
auf, wobei Grad und Verteilung von Segment zu Segment variierten.

Bei allen Tieren, die den 50. Versuchstag uberlebten, trat eine in den spinalen und
autonomen Ganglien und im Plexus mesentericus sehr gering- bis mittelgradige
neuronale Vakuolisierung auf. In den peripheren Nerven war eine Vakuolisierung in

der H.E.-Farbung nicht nachweisbar (vgl. 3.2.2.4.1).
3.2.2.4.2 Veranderungen in anderen Organen
3.2.2421 Spontane Vergiftung

Zytoplasmatische Vakuolen wurden lediglich in Azinuszellen des Pankreas in
geringgradiger Auspragung bei Ziege 5113 und in hochgradiger bei Tier 5114
beobachtet.

Im Folgenden sind weitere Veranderungen in anderen Organen aufgefiihrt:

In der Zunge eine chronische herdférmige eitrige Glossitis (5113, 5114); Hyper- und
Parakeratose des Vormagens; im Labmagen und Darm eine nichteitrige
multifokale Abomasoenteritis (5113, 5114, 5123) und eine durch Eimeria sp.
verursachte Kokzidiose in lleum und Cacum (5113); in der Leber feingranuliertes
Zytoplasma der Hepatozyten, Zeroidablagerungen in Makrophagen und
Kupfferzellen (5113) und eine chronische proliferative nichteitrige periportale
Hepatitis (5123); in der Schilddrise eine follikulare zystische Hyperplasie und eine

chronische herdférmige nichteitrige interstitielle Thyreoiditis; Zystenbildung in der



Ergebnisse 73

Adenohypophyse (5113, 5114); in den Nebennieren eine herdférmige nichteitrige
Entzindung (5113); im Herz eine herdférmige nichteitrige Myokarditis und
Hypertrophie der Coronararterienwande (5113), Sarkozystiszysten (5114) und
Lipofuszinose (5113) im Myokard; in der Niere Dilatation aller renalen Tubuli (5113,
5114, 5123); gemischte Hyperplasie (5114, 5123), eine herdférmige eitrige Splenitis
(5123) und Hamosiderose der Milz (5114); in den Lymphknoten eine
Lymphadenitis simplex, herdférmige eitrige Lymphadenitis und multifokale
Lipofuszinpigmentablagerungen in nahezu allen Makrophagen im Sinus (5113,
5114, 5123); Atrophie der Ovarien (5113) und der Hoden (5123) und in der
Skelettmuskulatur aller Falle eine multifokale chronisch-proliferative Myositis mit

Sarkozystisstadien.
3.2.24.2.2 Experimentelle Vergiftung

Das Pankreas aller Tiere zeigte eine gering- bis hochgradige diffuse
zytoplasmatische Azinusepithelvakuolisierung und eine Verminderung der
Zymogengranula (Abb. 26a). Bei vier Ziegen (5070, 5071, 5074, 5075) wurden
weiterhin in einzelnen Zellen Pyknose und Karyorrhexis festgestellt.

Bei allen Fallen fand sich eine diffuse (5069, 5074, 5079, 5081, 5082 ) oder
herdférmige (5070, 5071, 5073, 5076, 5080) sehr gering- bis hochgradige
Vakuolisierung der Follikelepithelien der Schilddrise (Abb. 26b). Das
Schilddrusenkolloid wies desquamierte, vakuolisierte Zellen mit pyknotischen
Zellkernen auf. Bei vier Tieren (5074, 5079, 5081, 5082) wurden eine fokale
interstitielle Fibrose sowie lymphohistiozytare Infiltrate in der Schilddrise
festgestellt.

In der Leber lag allgemein eine gering- bis hochgradige Schwellung der
Hepatozyten mit granularem Zytoplasma vor. Vakuolen waren nur bei einigen
Ziegen deutlich nachweisbar (Abb. 26c). Die Kupfferzellen wiesen eine mittel- bis
hochgradige Hypertrophie mit vakuolisiertem Zytoplasma auf (5070, 5071, 5072,
5073, 5074, 5075, 5079). Weiterhin fanden sich eine diskrete
Gallengangsproliferation und eine portale Fibrose mit geringgradigen,

gemischtzelligen Infiltraten, eine Hamosiderose der Kupfferzellen und einzelne
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Gallenzylinder in den Gallenkapillaren. Vier Tiere wiesen vereinzelte
Hepatozytennekrosen auf (5070, 5071,5072, 5073).

Die Epithelien der Tubuli contorti der Nieren zeigten bei allen Tieren ein
schaumiges Zytoplasma in gering- bis hochgradiger Auspragung und eine Dilatation
der Sammelrohre. Eine eindeutige Vakuolenbildung war mit histologischen
Farbemethoden jedoch nicht nachweisbar.

Sechs Tiere (5069, 5070, 5071, 5072, 5073, 5074) zeigten in der
Nebennierenrinde geschwollene Zellen mit feiner Vakuolisierung des Zytoplasmas
und bei 3 Tieren wurde eine erhdhte Mitoserate festgestellt (5069, 5074, 5079).

Ein sehr gering- bis geringgradiger Gehalt an schaumigen Makrophagen in den
Sinus der Milz wurde bei drei Tieren beobachtet (5070, 5074, 5079, 5080). Bei zwei
Tieren (5075, 5081) fand sich eine Hamosiderose.

Im Sinus des Lymphknotens aller Ziegen lag eine sehr gering- bis mittelgradige
Ansammlung schaumiger oder fein vakuolisierter Makrophagen vor (Abb. 26d).
Dieser Befund wurde insbesondere in den Mandibular- und Buglymphknoten
erhoben. In den Lymphknoten von 5 Tieren wurde eine Hamosiderose festgestellt
(5072, 5074, 5076, 5080, 5082).

Das Knochenmark zweier Tiere (5070, 5071) wies einen hochgradigen Schwund
aller Zellpopulationen auf.

In den Gonaden vierer méannlicher Tiere (5070, 5072, 5073, 5076) fand sich eine
hochgradige Verminderung der zellularen Elemente und in Spermatogonien,
Spermatozyten und Spermatiden lag ein schaumiges Zytoplasma vor. Die Tubuli
seminiferi waren bei drei Tieren kollabiert (5070, 5072, 5073). Lediglich bei einer
Ziege (5076) konnten Spermatiden in der akrosomischen und Reifephase im
Nebenhoden nachgewiesen werden.

In Pansen, Netz- und Blattermagen aller Tiere fand sich eine multifokale
gemischtzellige leukozytare Infiltration im Mukosaepithel. In Labmagen und
Dunndarm wurde eine sehr geringgradige Eimeria sp.-Infektion festgestellt (5069,
5070, 5071, 5076, 5079). Bei einer Ziege (5074) konnte Strongyliden-Befall
nachgewiesen werden.

In der Skelettmuskulatur aller Tiere wurden Sarkozystisstadien beobachtet.
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3.2.25 Lektinhistochemie

Die Ergebnisse der lektinhistochemischen Untersuchungen sind in Tabelle 18

zusammenfassend dargestellt.
3.2.25.1 Experimentelle Vergiftung

Wie bereits beschrieben, wurde im ZNS eine Vakuolisierung in Neuronen,
Gliazellen und in perivaskularen Zellen festgestellt. Die Vakuolenmembran konnte
allgemein mittels der Lektine Con-A, LCA, WGA und S-WGA markiert werden (Abb.
27a, b, c, d). Die Auspragung der Membranmarkierung variierte je nach verwendeter
Lektinart. Eine hochgradige Vakuolisierung wurde in Perikarya des Klein- und
GroR3hirnkortex, im Corpus striatum und in den pontinen und zerebellaren
Kerngebieten nachgewiesen (Abb. 27, 28a). Die Vakuolen im Perikaryon von Grol3-
und Kleinhirnrinde waren von mittlerem bis groRem Umfang. Dagegen zeigten die
Vakuolen in Corpus striatum, Pons und Kleinhirnkerngebieten eine eher geringe bis
mittlere Grof3e. In Astro- und Oligodendrozyten fanden sich Uberwiegend kleine,
optisch leere Vakuolen. Diese konnten ebenfalls mittels LCA, WGA und S-WGA
markiert werden. Im Neuropil wurde eine disseminierte geringgradige
Vakuolisierung beobachtet. Im Kleinhirn lag eine geringgradige positive RCA-
Reaktion der Bergmann-Glia vor. Diese Zellen wiesen kleine Vakuolen auf, die mit
LCA und Con-A markiert werden konnten. In den Kleinhirnkerngebieten, in denen
eine hochgradige Gliazellproliferation vorlag, trat zusétzlich eine stark positive RCA-
und mittelgradige BS-I-Reaktion dieser Zellen auf. Diese moglicherweise Mikroglia-
oder perivaskularen Zellen zeigten kirzere, volumingse Fortsatze mit
unterschiedlich grof3en Vakuolen, welche vorwiegend um Neuronen, Sphéroide und
Kapillaren gruppiert waren. Typisch ramifizierte der Mikroglia ahnliche Zellen
wurden seltener und lediglich in der Granulosazellschicht des Kleinhirnes
beobachtet. Die perivaskularen Zellen waren mit funf Lektinen (Con-A, LCA, WGA,
S-WGA, PNA und RCA) zu markieren.

Im peripheren Nervensystem wurde eine Vakuolisierung der Ganglien- und

Schwannzellen beobachtet. Die Ganglienzellen enthielten kleinere Con-A- und



76 Ergebnisse

WGA-positive Vakuolen (Abb. 28b). Dagegen wiesen die Schwannzellen
mittelgrof3e Con-A-, WGA- und S-WGA-positive Vakuolen auf (Abb. 28c).

Im Pankreas zeigten die Azinuszellen einen hohen Gehalt grof3er Vakuolen, welche
ausgepragt durch Con-A und WGA, und geringgradig durch LCA darstellbar waren
(Abb. 28d).

In der Schilddrise markierten Con-A und WGA sowohl die Vakuolenmembran als
auch das Zytoplasma. Mit keinem der Lektine gelang eine selektive, ausschliel3liche
Markierung der Vakuolenmembran (Abb. 28e).

In der Leber fanden sich grof3e Vakuolen in den Hepatozyten, die mittelgradig mit
WGA und sehr geringgradig mittels Con-A und LCA darstellbar waren. Der
hochgradige Gehalt mittelgro3er Vakuolen in den Kupfferzellen liel3 sich ausgepragt
durch Con-A, WGA und RCA sowie geringgradig mit LCA markieren.

Die Nieren zeigten eine, in der H.E.-Farbung nicht erkennbare geringgradige
zytoplasmatische Vakuolisierung der Tubulusepithelzellen, insbesondere in denen
der Sammelrohre. Die kleinen bis mittelgrof3en Vakuolen lie3en sich stark mit Con-A
und WGA, die mittelgradigen mit PNA, und die geringgradigen mit S-WGA
markieren.

In den Lymphknoten fand sich eine geringgradige Vakuolisierung der
Lymphoblasten sowie eine mittelgradige Vakuolisierung der Makrophagen. Die
Vakuolenmembran beider Zelltypen konnte mittels Con-A, WGA und RCA
dargestellt werden (Abb. 28f)

Im Herz wies das Endomysium der Myozyten einen geringgradigen Gehalt an

mittelgrof3en Vakuolen auf, welche Con-A- und WGA-positiv waren.
3.2.25.2 Spontane Vergiftung

Eine Vakuolisierung wurde in Neuronen sowie in pankreatischen Azinuszellen
beobachtet. Im ZNS konnte die neuronale Vakuolisierung mittels der Lektine Con-A,
LCA, WGA und S-WGA dargestellt werden, wéahrend die Azinuszellen des

Pankreas Con-A- und WGA-positiv waren.
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3.2.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Bei der ultrastrukturellen Untersuchung verschiedener Organe wurde eine mehr
oder weniger ausgepragte Vakuolisierung festgestellt. Im allgemeinen wiesen die
betroffenen Zellen multiple intrazytoplasmatische Vakuolen mit einer Gro3e von 0,3
bis 3,3 um auf. Die Vakuolen waren von einer einschichtigen Membran mit einer
durchschnittlichen Starke von 20 nm begrenzt (Abb. 29a Inset). Der Grof3teil der
Vakuolen wies im Inneren einen optisch leeren Raum auf. In einzelnen Vakuolen
fanden sich jedoch Membranfragmente, Vesikel, granular-retikulose oder dichte,
amorphe Substanzen, opake Globula oder osmiophiles Material. In endo- und
exokrinen Drusenzellen lag eine Verminderung der sekretorischen Granula in
Anzahl und Reifung vor. Im Pankreas konnten Einzelzellnekrosen der Azinuszellen
beobachtet werden (Abb. 30).

Endothelzellen, Fibroblasten und Histiozyten wiesen ebenfalls zytoplasmatische

Vakuolen in unterschiedlichen Mengen auf (Abb. 31).
3.2.26.1 Zentralnervensystem

Die ultrastrukturellen Veranderungen waren durch eine neuronale Vakuolisierung,
Auflosung der Nissl-Substanz, axonale Degeneration, Vakuolisierung und Odem
von Astrozyten, Vakuolisierung der Oligodendrozyten, Endothelzellen und

perivaskularen Zellen gekennzeichnet.
3.2.26.1.1 Neuronen

In der Rinde des Vermis cerebellaris wiesen Purkinje-, Korb- und Golgizellen eine
hochgradige, Sternzellen eine gering- bis mittelgradige und Granulosazellen selten
eine Vakuolisierung auf (Abb. 32, 37a, 38a, b). Neuronen der Grol3hirnrinde zeigten
eine variable Vakuolisierung. Eine detaillierte Untersuchung aller Schichten wurde
nicht vorgenommen. Die Grol3e der Vakuolen in den verschiedenen Zelltypen lag
zwischen 0,12 und 1,7 pm. Allgemein konnte eine Auflosung der Nissl-Substanz
beobachtet werden. Ribosomen waren entweder aggregiert oder vom rauhen

endoplasmatischen Retikulum (rER) gel6st. Durch ausgepragte Vakuolenbildung
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der Purkinjezellen erschien das rER inklusive der Lamellenkorper deutlich
komprimiert. Im Zytoplasma aller Neuronentypen konnten dichte und vesikulare
Korperchen, Myelinfiguren sowie opake- und osmiophile Granula (Residualkdrper)
festgestellt werden. Die axonalen Veranderungen waren durch eine
Sphéaroidbildung charakterisiert, welche sich durch segmentale Auftreibungen mit
Ansammlung von dichten Korperchen, Mitochondrien, Mikrotubuli  und
Neurofilamenten manifestierte (Abb. 33a). Dendriten zeigten eine segmentale
Verbreiterung, teils mit Ablagerung von Neurofilament, dichten Koérperchen und
Mitochondrien, teils erschien dieser Raum elektronenlicht (Abb. 33b, 34a). Seltener
waren in Axonen und Dendriten lysosomale Vakuolen von durchschnittlich 0,12 bis
1,5 pm und rundliche Einschlukdrperchen zu sehen. Diese wiesen einen
Durchmesser von 0,7 bis 4,6 um und eine feingranulare Matrix mit tubuléaren
Strukturen auf. Sie waren von einer doppelten Membran begrenzt (Abb. 34b). In der
Grof3- und Kleinhirnrinde wurden Spharoide, Aggregate von dichten Kérperchen,
Mitochondrien und/oder Vakuolen, insbesondere in Dendriten und Axonen,
nachgewiesen. Einschluf3kdrperchen waren nur in Dendriten zu beobachten. Im
Hippocampus fand sich lediglich im Stratum moleculare eine Vakuolisierung.
Axonale Degenerationen lagen bei Ziege 5075 in hochgradiger, bei Tier 5069
dagegen in sehr geringgradiger Auspragung vor. Letztere wies zusétzlich deutliche

grol3e Einschlu3kdrperchen auf.
3.2.2.6.1.2 Gliazellen

Die Astrozyten wiesen deutlich 6dematdse Veranderungen auf. Bei den Ziegen
5074 und 5075 fanden sich nahezu elektronenlicht dilatierte Zellkdrper und -
fortsatze, die nur wenige Gliaflamente und Residualkdrperchen sowie wenige
Glykogengranula enthielten. In Astrozyten der GroR3hirnrinde fanden sich wenige
Vakuolen in zytoplasmatischen Fortsatzen und Fulfortsatzen (Abb. 35a). Einzelne
Vakuolen waren auch in Bergmann-Glia der Kleinhirnrinde erkennbar. Bei der Ziege
5069 bildeten Astrozyten in Klein- und Grof3hirnrinde sowie im Hippocampus dichte
Bundel von filamentreichen Fortsatzen (Abb. 35b) und Ful3fortsétzen, zusatzlich

traten &hnliche EinschlulZ3kérperchen wie in den Neuronen auf. In der Kleinhirnrinde
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wurde eine Proliferation der Bergmann-Glia mit deutlicher
Intermediarfilamentbildung festgestellt.

In den Oligodendrozyten fanden sich nur vereinzelt zytoplasmatische Vakuolen.
3.2.2.6.1.3 BlutgefalRe

Die Endothelien der BlutgefaRe enthielten nur gelegentlich einzelne
zytoplasmatische Vakuolen. Dagegen waren in perikapillaren Zellen héaufig

zahlreiche Vakuolen nachweisbar.
3.2.2.6.1.4 Kinetik der elektronenmikroskopischen Befunde

Die Kinetik der ultrastrukturellen Befunde in der Kleinhirnrinde ist in den Tabellen 19
und 20 aufgefihrt.

Das Tier, welches am 30. Versuchstag euthanasiert wurde, wies in den
Purkinjezellen (Abb. 32) eine mittelgradige und in den Korbzellen eine gering- bis
mittelgradige Vakuolisierung auf. Einzelne Vakuolen traten zusatzlich in
vereinzelten Sternzellen auf. In einigen Parallelfasern und Dendriten der
Purkinjezellen sowie Axonen der Korbzellen befanden sich einzelne dichte und
Residualkorperchen (Abb. 36a). Eine Spharoidbildung konnte im Stratum
granulosum in geringgradiger Ausprdgung in myelinisierte Axonen von
Purkinjezellen und auch in nicht klassifizierten nicht myelinisierten Axonen
beobachtet werden (Abb. 36 b).

Die Ziege, die am 40. Versuchstag getotet wurde, zeigte ebenfalls eine
hochgradige Vakuolisierung in Purkinje-, Korb- und Golgizellen. In Sternzellen
wurden gleichartige Veranderungen in gering- bis mittelgradiger Auspragung sowie
vereinzelt in Granulosazellen festgestellt. Eine Sphéaroidbildung lag nur in
Purkinjezellaxonen vor. Parallelfasern und Dendriten der Purkinjezellen sowie
Axone der Korbzellen enthielten vereinzelt dichte Kérperchen.

Die zwei Ziegen, die am 53. bzw. 64. Versuchstag starben, zeigten im allgemeinen
die gleichen Veranderungen bezuglich der Vakuolisierung wie jenes Tier, welches
am 40. Versuchstag getttet wurde (Abb. 37a, 38a, b, c). Auffallig waren zusatzlich

eine hochgradige Sphéaroidbildung in Purkinjezellaxonen (Abb. 38b). Weiterhin lag
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eine ausgepragte Ablagerung von dichten Koérperchen in Dendriten von
Purkinjezellen und Korbzellaxonen sowie in Parallelfasern (Abb. 37a, b) vor.
Geringgradige dieser Ablagerungen fanden sich in Kletterfasern, Moosfasern und
den Glomeruli des Kleinhirns. In den Korbzellaxonen und Parallelfasern war
zusatzlich eine segmentale Ansammlung von granulo-retikularem Material (Abb.
37b) zu sehen. Einschlul3kdrperchen in Dendriten waren sichtbar. In Astrozyten
konnten Odem, dichte Kérperchen und Membranfragmente beobachtet werden.

Das am 70. Versuchstag euthanasierte Tier wies lediglich in den grofR3en
Golgizellen eine Vakuolisierung auf. Spharoidbildungen in Purkinjezellaxonen und
dichte Korperchen in Dendriten traten seltener auf, dagegen waren
Einschlul3koérperchen in Dendriten ein haufiger Befund. Weiterhin erschien die

Bergmann-Glia proliferiert und ihre Fasern hypertrophiert.
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4 DISKUSSION

Im November 1992 entwickelte sich in verschiedenen Gemeinden im Fluf3tal
des S&o Francisco eine Durreperiode, in deren Verlauf es zu grof3en Verlusten
in der Hauswiederkauerpopulation kam. Besonders bei Ziegen, aber auch bei
Schafen und Rindern traten haufig Erkrankungen mit progredienten
neurologischen Ausfallserscheinungen auf, als deren Ursache die Aufnahme
von Ipomoea fistulosa angesehen wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen belegen und bestétigen die
Toxizitat dieser Pflanze und zeigen, dall das experimentell induzierte
Krankheitsbild sich nicht von demjenigen spontan erkrankter Tiere
unterscheidet. Die Untersuchungen belegen weiterhin, daf3 die Aufnahme von
Ipomoea fistulosa eine systemische Glykoproteinspeicherkrankheit auslost, die
mit einer lysosomalen Speicherung von Oligosacchariden des mannosereichen,
hybriden und komplexen Typs einhergeht. Im Gehirn entwickeln sich daruber
hinaus degenerative Veranderungen, vor allem in GABA-ergen Neuronen,
welche fir die das Krankheitsbild bestimmenden neurologischen

Ausfallserscheinungen verantwortlich sind.
4.1 Taxonomie und Toxine von Ipomoea fistulosa

Die taxonomische Stellung der zur Familie der Convolvulaceae gehdrenden
Pflanze ist umstritten. Nach der Auffassung von AUSTIN (1977) und AUSTIN
und HUAMAN (1996) sind die Kriterien fiir die Zuordnung von Ipomoea
fistulosa und Ipomoea carnea zu zwei getrennten Spezies nicht erflllt. Sie
werden deshalb zu der Spezies Ipomoea carnea mit den Subspezies Ipomoea
carnea subsp. fistulosa [(Mart. ex Choisy) D. Austin] und Ipomoea carnea
subsp. carnea [(Jacq.) D. Austin] zusammengefal3t. Wahrend erstere
vorwiegend in Feuchtgebieten, besonders an Ufern von Stauseen, Seen und
Flissen vorkommt, wird letztere hauptséchlich in Trockengebieten mit
Dornstrauchvegetation angetroffen. Obwohl aus biologisch und klimatisch voéllig
unterschiedlichen Gebieten stammend, wiesen die in Petrolina/Juazeiro und
Itaguai gefundenen Pflanzen keine morphologischen Unterschiede auf. Deshalb



82 Diskussion

und weil in Brasilien bis heute die Bezeichnung Ipomoea fistulosa (Mart. ex
Choisy) gebrauchlich ist (TOKARNIA et al., 1960, 1979) wird diese auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet.

Nach jingsten, noch nicht publizierten Untersuchungen von MOLYNEUX (pers.
Mitteilung) enthalt Ipomoea fistulosa aus den in dieser Studie untersuchten
Gebieten Brasiliens die toxischen Alkaloide Swainsonin und Calystegin B,, die
zuvor bereits aus Ipomoea carnea subsp. fistulosa in Mozambique (DE
BALOGH et al., 1999) und aus Ipomoea sp. Q6 (aff. calobra) (MOLYNEUX et
al., 1995) isoliert worden waren. Urspringlich wurde Swainsonin, ein
Indolizidintrihydroxyl-Alkaloid, von COLEGATE et al. (1979) in Swainsona
canescens (Familie Fabaceae) gefunden wund ist auch in anderen
Schmetterlingsblitlern der Astragalus (MOLYNEUX und JAMES, 1982) und
Oxytropis spec. (,Locoweed”) enthalten. Die wesentlichen biologischen
Wirkungen von Swainsonin bestehen in einer Blockade der lysosomalen a-
Mannosidase und der Golgi o-Mannosidase-ll (DORLING et al., 1980;
TULSIANI et al., 1982; WALKLEY und SIEGEL, 1989).

Bei dem Alkaloid Calystegin handelt es sich um ein Trihydroxyl- und
Tetrahydroxyl-Nortropan, das erstmals aus den Convolvulaceen Calystegia
sepitum (TEPFER et al., 1988) und Convolvulus arvensis, der Ackerwinde
(MOLYNEUX et al., 1993) isoliert wurde, das aber auch in verschiedenen
Solanaceen enthalten ist (MOLYNEUX et al., 1995). Die bisher bekannten
Wirkungen bestehen in einer Hemmung der Enzyme [-Glykosidase und a-

Galaktosidase.
4.2 Epizootiologie und klinisches Bild

Spontane Vergiftungen durch Ipomoea fistulosa treten in den untersuchten
Gebieten im Tal des Flusses S&ao Francisco nach Aussagen der befragten
Tierhalter regelmafig im Verlauf von Durreperioden auf und sind auch aus
anderen Gebieten Brasiliens schon seit dem letzten Jahrhundert (FREIRE und
ALEMAO, 1884, zit. nach ALMEIDA COSTA, 1948) unter Namen wie Canudo-
Vergiftung, Mata cabra-Vergiftung u.a. bekannt (TOKARNIA et al., 1960, 1979).



Diskussion 83

Zu klinischen Erscheinungen kommt es, wie auch diese Untersuchungen
zeigen, offenbar erst dann, wenn, bedingt durch die anhaltende Dirre, Graser
als Futterpflanzen nicht mehr vorhanden sind und fast ausschlief3lich Ipomoea
fistulosa aufgenommen werden kann (TOKARNIA et al., 1960; IDRIS et al.,
1973; TIRKEY et al., 1987). Wie ein grofRer Vergiftungsausbruch in
Mozambique (DE BALOGH et al.,, 1999) und auch der hier beschriebene
sporadische Fall aus der Gemeinde Itaguai in der Provinz Rio de Janeiro
zeigen, konnen Vergiftungen allerdings auch auftreten, wenn durch eine
raumliche Einschréankung der Weideflachen eine Verarmung an Futterpflanzen
eintritt und nur noch Ipomoea fistulosa als Futter verfugbar ist.

Experimentell konnte die Erkrankung bei Ziegen und Schafen durch
Verfltterung von Ipomoea fistulosa ausgelost werden. Dabei fanden sich im
Krankheitsverlauf, im klinischen Bild und in den histopathologischen
Veranderungen keine wesentlichen Unterschiede zwischen Tieren, die
ausschlie3lich mit Ipomoea fistulosa und solchen, die mit 50% bzw. 25%
Grasgemischen gefiuttert worden waren. Offenbar lassen sich auch mit
wesentlich geringeren Mengen bei kleinen Wiederkauern
Vergiftungserscheinungen auslésen. So berichten andere Autoren (ADAM et
al., 1973; DAMIR et al.,, 1987; SRILATHA et al., 1993, a, b) uber
Erkrankungen schon bei einer taglichen Gabe von 5g/kg KM an grinen
Pflanzen, eine um das 5-fache geringere Menge als die in den eigenen
Untersuchungen verabreichte.

Die aufgenommenen Mengen an Ipomoea fistulosa und der klinische Verlauf
der Erkrankung waren individuell sehr variabel, wie es auch von anderen
Autoren beschrieben wird (TOKARNIA et al., 1960; ADAM et al., 1973;
TARTOUT et al., 1974; DAMIR et al., 1987; SRILATHA, 1993 a, b). Ob hierfur
unterschiedliche Toxingehalte im Futter verantwortlich sind, mul3 offenbleiben,
da entsprechende quantitative Untersuchungen an Ipomoea fistulosa weder im
Rahmen der eigenen Studie noch von anderen Autoren durchgefuhrt wurden.
Mit einer solchen Mdglichkeit muf3 aber gerechnet werden, da bei Vergiftungen
mit Swainsona spp. und Oxytropis spp. (Locoweed) starke Schwankungen des
Toxingehaltes der Pflanzen beschrieben werden (HUXTABLE und DORLING,
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1982; JAMES und PANTER, 1989). Von Swainsonin ist bekannt, daf3 die
Applikation einer Dosis von 1,0 bzw. 0,8 mg/kg KM/Tag bei Schafen und
Rindern nach 30 Tagen zentralnervbése Symptome und histopathologische
Verédnderungen auslost. Hohere Dosen beeinflussen interessanterweise weder
den Krankheitsverlauf noch das histopathologische Bild (STEGELMEIER et al.,
1995, 1999, a, b).

Moglicherweise spielen bei der Induktion der Vergiftung noch andere
unbekannte, individuell unterschiedliche Faktoren eine Rolle als die Menge
aufgenommener Toxine. Einen moglichen Hinweis darauf gibt die Beobachtung,
dalR Ziegen, die ausschlief3lich mit Ipomoea fistulosa geflttert worden waren,
eine langere Uberlebenszeit aufwiesen als Tiere, die ein Futtergemisch mit 25%
Ipomoea fistulosa erhalten hatten.

Nach Angaben von Zichtern aus den betroffenen Gebieten sollen Ziegen ein
suchtartiges Verlangen nach Ipomoea fistulosa entwickeln, worliber auch von
SCHMIDT und GONCALVES LINS (1956) berichtet wird. Die Entstehung einer
Abh&ngigkeit wird auch bei Vergiftungen mit Astragalus spp. und Oxytropis spp.
von einigen Autoren beschrieben (MARSH, 1909; KINGSBURY, 1964,
EVERIST, 1981). Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen geben hierfur
jedoch keine Anhaltspunkte. So zeigten sowohl Tiere, die ausschlie3lich als
auch solche, die einen Anteil von 50% Ipomoea fistulosa im Futter erhielten,
eine deutliche Bevorzugung fir grines Gras, wenn dieses alternativ angeboten
wurde. Dies steht im Einklang mit TOKARNIA et al. (1960), die bei der
experimentellen Ipomoea fistulosa-Vergiftung und RALPHS und MOLYNEUX
(1989), die bei Vergiftungen mit Astragalus sp. und Oxytropis sp. die
Entwicklung einer Abhangigkeit von den Giftpflanzen bzw. Swainsonin
verneinen.

Uber den Beginn der klinischen Erkrankung bei den acht Ziegen mit spontaner
Vergiftung in der Dirreperiode von 1992 lagen nur die Angaben der Tierbesitzer
vor. Danach wurden neurologische Symptome erstmals etwa 4 Wochen nach
der ersten Aufnahme der Pflanze beobachtet. Die ersten der wahrend der
normalen jahrlichen Trockenzeit auftretenden Vergiftungsfalle sollen dagegen
3- 4 Monate nach dem Ende der Regenzeit beobachtet werden. Diesen Zahlen
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ist allerdings mit Zurtickhaltung zu begegnen, da angesichts der halb wilden
Lebensweise der Ziegen in den untersuchten Gebieten eine kontinuierliche
Untersuchung des Gesundheitszustandes von Einzeltieren nur bedingt moglich
ist. Den entsprechenden sparlichen Angaben in der Literatur ist zu entnehmen,
daR erste Symptome offenbar schon 2 Wochen nach Beginn der Aufnahme von
I[pomoea fistulosa auftreten konnen (MACEDO, 1952).

Bei der experimentellen Vergiftung wurden neurologische Symptome schon 22
Tage nach Versuchsbeginn beobachtet, wahrend die entsprechende Zeit von
anderen Autoren mit 5-6 Wochen angegeben wird (IDRIS et al., 1973; DE
BALOGH et al., 1999).

Uber die Mortalitat der spontanen Vergiftung mit Ipomoea fistulosa liegen keine
verwertbaren Daten in der Literatur vor, und auch die eigenen Untersuchungen
geben hieriber nur unzureichend Aufschluf3. Insgesamt durfte sie aber sehr
hoch sein, da den spéarlichen Literaturangaben zu entnehmen ist, dal3 die
Ziegen meist nach mehrwochigem Krankheitsverlauf sterben (SCHMIDT und
GONCALVES LINS, 1956; DE BALOGH et al., 1998, 1999). Allerdings kdnnen
sich die Tiere offenbar von der Erkrankung erholen, wie aus den Angaben der
Tierhalter und anderer Autoren (NEIVA und PENNA, 1916; DE BALOGH et
al., 1998, 1999) hervorgeht. Die Annahme einer hohen Mortalitat wird auch
durch das Ergebnis der experimentellen Untersuchungen unterstitzt. Eine
Ziege starb am 83. Versuchstag, alle anderen muf3ten wegen fortgeschrittener
neurologischer Symptome oder in moribundem Zustand euthanasiert werden.
Auch die Ergebnisse anderer Autoren bestatigen die hohe Mortalitdt der
Ipomoea fistulosa-Vergiftung, wobei Uber Todesfalle zwischen 15 und 121
Tagen nach Futterungs- bzw. Krankheitsbeginn berichtet wird (TARTOUR et
al., 1974; DAMIR et al., 1987; SRILATHA et al., 1993 a, b). Ein spéate
Manifestation der Erkrankung, wie sie von den letzteren Autoren beschrieben
wird, konnte im eigenen Untersuchungsgut nicht registriert werden.

Da das Krankheitsbild sowohl der spontanen als auch der experimentellen
Vergiftung durch neurologische Ausfallserscheinungen gepragt war,
beschrankte sich die klinische Untersuchung im wesentlichen auf eine Analyse

dieser Symptomatik, wahrend weitere Untersuchungen nur begrenzt, oder, wie
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klinisch-chemische Untersuchungen, nicht durchgefiihrt wurden bzw. aus
aul3eren Grunden nicht erfolgen konnten.

Die detaillierte Erfassung der neurologischen Symptome und ihre Entwicklung,
die direkt und anhand von Videofilmen erfolgte, erschien notwendig, weil zum
einen die bisher vorliegenden Beschreibungen des Krankheitsbildes nur mehr
oder weniger fragmentarisch sind. Zum anderen konnte nur so gepruft werden,
ob eine Korrelation zwischen der zeitlichen Entwicklung von Art und
Verteilungsmuster der morphologischen Hirnveranderungen und dem zeitlichen
Ablauf und der Art der neurologischen Ausfallserscheinungen bestand.

Es wurde eine Vielzahl von neurologischen Stérungen beobachtet, die
Bewultsein und Verhalten, Bewegungsablauf, Haltungs- und Stellreaktionen,
spinale Reflexe sowie verschiedene Hirnnervenfunktionen betrafen. Sie wurden
gleichermalR3en, wenn auch in individuell sehr unterschiedlicher Auspragung, bei
spontanen und experimentellen Erkrankungen beobachtet. Im Vordergrund
standen bei allen Tieren Stdrungen im Bewegungsablauf, wie Schwanken,
Hypermetrie und Paresen unterschiedlichen Grades. Eine regelmalig
auftretende Verhaltensstorung bestand in einem auffalligen Kopfschutteln,
verbunden mit Ohrenkratzen. Bei den ebenfalls haufigen Stdérungen der
Haltungs- und Stellreaktionen erwies sich besonders die Unféahigkeit, sich aus
der Seitenlage zu erheben (,Aufsteh-Prufung®) als ein Symptom, das bei allen
Tieren auftrat. Stérungen verschiedener spinaler Reflexe lagen auch in der
Mehrzahl der Falle vor, ebenso ophthalmologische Abweichungen, wie
veranderte Pupillarreflexe, Strabismus und abnormer Nystagmus. Soweit die oft
nur fragmentarischen Beschreibungen und die Verwendung einer nicht immer
einheitlichen Terminologie der neurologischen Symptome in der Literatur einen
Vergleich zulassen, stimmen die in den vorliegenden Untersuchungen
verzeichneten Ausfallserscheinungen bei spontanen und experimentellen
Vergiftungen mit Ipomoea fistulosa und Ipomoea carnea zumindest qualitativ
mit den Beschreibungen anderer Autoren iiberein (FREIRE ALEMAO, 1884;
NEIVA und PENNA, 1916; MACEDO, 1952; TOKARNIA et al., 1960; IDRIS et
al., 1973; TARTOUT et al., 1974; DAMIR et al., 1987; SRILATHA et al., 1993;
DE BALOGH et al., 1998, 1999). Daten Uber die zeitliche Entwicklung der
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neurologischen Symptome bei der experimentellen Vergiftung mit Ipomoea
fistulosa bzw. Ipomoea carnea liegen dagegen bisher nicht vor. Die eigenen
Untersuchungen zeigen, dal trotz grofRer individueller Schwankungen am
Anfang des Krankheitsgeschehens Bewul3tseinsstorungen mit Apathie und den
bereits erwéahnten auffalligen Schittelbewegungen des Kopfes standen. Als ein
fur die klinische Diagnose auch der Spontanerkrankung moglicherweise
wichtiges Frihsymptom ist die Unféahigkeit anzusehen, sich aus der Seitenlage
wieder zu erheben, was bei allen Tieren beobachtet wurde. Auch
Bewegungsstorungen, wie schwankender Gang, Hypermetrie, Intentionstremor
sowie Paraparesen wurden schon in den friheren Krankheitsstadien
beobachtet. Dagegen traten Stérungen spinaler Reflexe in Form von Hyper-
und Hyporeflexien tiberwiegend im spateren Krankheitsverlauf auf. Ahnliches
gilt fur defiziente Hirnnervenfunktionen, die bei der Mehrzahl der Tiere
vorkamen, aber ebenfalls meist erst im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
manifest wurden.

Bei der chronischen Locoweed-Vergiftung konnen bei Wiederkauern noch
andere Krankheitserscheinungen, wie Veranderungen des Haarkleides,
kardiovaskulare Erkrankungen, vor allem aber Reproduktionsstérungen
verschiedener Art in Gestalt von herabgesetzter Libido, Infertilitat, Aborten und
Eihautwassersucht auftreten. Auch soll es zu einer erhohten Anfalligkeit
gegenuber Infektionskrankheiten, vor allem des Respirationstraktes, kommen,
die mit einer zumindest in vitro nachgewiesenen Wirkung von Swainsonin auf
verschiedene Funktionen des Immunsystems in Verbindung gebracht wird.
Pathogenetisch spielen dabei moglicherweise durch die Inhibierung der Golgi-
o-Mannosidase Il ausgeldste Verdnderungen der Proteinglykosilierung eine
Rolle (Ubersicht bei STEGELMEIER et al., 1999 a, b). Uber &hnliche
Folgeerkrankungen bei Vergiftungen mit [pomoea carnea ist nur wenig bekannt.
Den in der vorliegenden Untersuchung von den Tierhaltern erhaltenen Angaben
uber vermehrtes Vorkommen von Parasitosen, verminderten
Reproduktionsraten und Aborten bei Wiederk&uern im Zusammenhang mit der
durrebedingten Aufnahme von Ipomoea fistulosa kommt nicht mehr als
anekdotische Bedeutung zu. Angesichts des Wirkungsmechanismus von
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Swainsonin ist aber auch bei Ipomoea—Vergiftungen mit dem Auftreten einer
ahnlichen Multimorbiditat zu rechnen wie bei der Locoweed-Vergiftung. Gezielte
interdisziplindre Untersuchungen dieses Fragenkomplexes erscheinen wegen
der moglicherweise hohen wirtschaftichen Bedeutung der genannten
Folgekrankheiten deshalb sehr notwendig.

4.3 Pathologie

Bis auf eine hochgradige Abmagerung konnten bei der Obduktion keine
auffalligen pathologisch-anatomischen Veranderungen festgestellt werden.
Insbesondere fanden sich makroskopisch keine Hinweise auf das Vorliegen
einer Kleinhirnatrophie, wie sie von DE BALOGH et al. (1998,1999) bei
Spontanvergiftungen von Ziegen mit Ipomoea carnea subsp. fistulosa in
Mozambique beschrieben wurde.

Sowohl bei der spontanen als auch bei der experimentell induzierten Vergiftung
mit Ipomoea fistulosa bestanden die wesentlichen histopathologischen
Verdnderungen in einer zytoplasmatischen Vakuolisierung von Neuronen,
weniger auch Gliazellen, und von Parenchymzellen einer Reihe weiterer
Organe. Im ZNS wurden weiterhin degenerative Veranderungen in Form einer
neuroaxonalen Dystrophie mit Sph&roidbildung sowie Nekrosen und ein Verlust
von Ganglienzellperikarya festgestellt. Damit entsprechen die Veranderungen
weitgehend denjenigen, die bei der Vergiftung mit Swainsona spp. und
Astragalus spp. und Oxytropis spp. - der Locoweed-Vergiftung - bekannt sind
(DORLING et al., 1978; HARTLEY et al., 1971, 1981; HUXTABLE et al.,
1982; JAMES et al., 1970, 1989; VAN KAMPEN und JAMES, 1969, 1970;
LOCKE et al., 1978) und wie sie kurzlich bei Ipomoea carnea-Vergiftungen in
Mozambique beschrieben worden sind (DE BALOGH et al., 1999). Sie ahneln
auch den bei der genetischen a-Mannosidose bestimmter Rinderrassen und der
Katze erhobenen morphologischen Befunden (Ubersicht bei JOLLY und
WALKLEY, 1997).

Vor allem in groReren Neuronen fanden sich gewodhnlich zahlreiche Vakuolen,
die dem Perikaryon ein mehr oder weniger schaumiges Aussehen verliehen. In

kleineren Ganglienzellen mit nur gering ausgebildeten Perikarya, wie z.B. im
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Stratum granulosum des Kleinhirns und in Gliazellen, waren die Vakuolen, vor
allem, wenn nur wenige vorhanden waren, in der H.E.-Farbung oft nicht zu
erkennen. Wie von a-Mannosidosen unterschiedlicher Genese bekannt ist
(HARTLEY, 1971; VAN KAMPEN und JAMES, 1969), waren sie auch mit
Spezialfarbungen, wie der PAS-Reaktion und der Kresylviolettfarbung nicht
anfarbbar. Eine sehr deutliche Darstellung der Vakuolen war mit Hilfe der
Lektinhistochemie, besonders mit Con-A und WGA mdglich.

Bei Lektinen handelt es sich um Uberwiegend pflanzliche Proteine, die
spezifisch mit bestimmten Kohlenhydratstrukturen reagieren und damit zu deren
Identifizierung dienen konnen. Lektinhistochemische Untersuchungen kénnen
als diagnostische Hilfsmittel eingesetzt werden, um bestimmte Zucker, z. B. bei
Glykoproteinspeicherkrankheiten, in situ zu identifizieren. Obwohl die Zucker
prinzipiell wasserléslich sind und deshalb bei der Fixierung von Geweben in
wasserigen Medien und bei der Einbettung partiell ausgewaschen werden,
konnen lektinhistochemische Methoden zum Teil auch an formalinfixierten
Paraffinschnitten eingesetzt werden, um freie (evtl. auch Protein-gebundene)
Zuckerreste in lysosomalen Vakuolenmembranen nachzuweisen (ALROY et
al., 1984, 1985, 1986; JOLLY und WALKLEY, 1997).

Viele Lektine erkennen Monosaccharide in nicht-reduzierenden Positionen.
Andere erkennen bestimmte Sequenzen von Oligosacchariden (LIS und
SCHARON, 1986). Con-A und LCA erkennen die Monosaccharid-Bausteine a-
D-Mannose und a-D-Glukosamin (GOLDSTEIN und HAYES, 1978). Con-A
bindet weiterhin an die Oligosaccharidkette Mana(1-6)Mana(1-3)Manf3. Damit
lassen sich die mannosereichen Typen, die hybriden Typen und diantennaren
komplexen Typen von Oligosacchariden identifizieren (HOUNSELL, 1997). LCA
hat weiterhin eine Affinitat zu diantennaren Glykopeptiden, die eine a-Fucose(1-
6) in der Position GIcNAcAsn besitzen (DEBRAY et al., 1981; HOUNSELL,
1997). WGA erkennt Chitobiosyl (GIcNAcB1l-4GIcNAc)-Reste und auch
NeuNAc-Reste (ALLEN et al., 1973; DEBRAY et al., 1981). S-WGA erkennt
besonders Chitobiosyl-Einheiten. Da dieses Lektin negativ geladen ist, bindet
es nicht an das Molekul NeuNAc, sondern an GIcNAc, das eine ahnliche
Struktur wie NeuNAc hat (MONSIGNY et al., 1980). RCA identifiziert die Reste
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von (3-D-GalNAc und (3-D-Gal (GOLDSTEIN und HAYES, 1978). Dabei erkennt
es Hybridtypen und diantennédre fucosylierte Oligosaccharide (HOUNSELL,
1997). PNA erkennt dagegen das Disaccharid B-Gal(1-3)GalNAc (LOTAN und
SHARON, 1978).

In den vorliegenden Untersuchungen wurden die Vakuolenmembranen von
neuralen und extraneuralen Geweben durch die Lektine Con-A und WGA sehr
deutlich markiert. Dagegen markierten die Lektine LCA, PNA, RCA und S-WGA
selektiv nur die Vakuolenmembran bestimmter Zellen verschiedener Organe.
Das lektinhistochemische Muster zeigt, dal} die identifizierten, nicht
reduzierenden Reste oder ihre Sequenz zu den N-glykosidisch gebundenen
Oligosaccharideinheiten vom mannosereichen, hybriden und komplexen Typ
gehoren. Damit ist hinreichend belegt, dal’ Ipomoea fistulosa, wie aufgrund des
kirzlich beschriebenen Nachweises von Swainsonin (DE BALOGH et al.,
1999; MOLYNEUX, 1999, pers. Mitteilung) zu erwarten ist, eine
intralysosomale Speicherung von N-glykosidisch gebundenen
Oligosaccharideinheiten induziert, wie sie bei der genetischen a-Mannosidose
und bei der Vergiftung mit Swainsona spp., sowie mit Astragalus spp. und
Oxytropis spp. (Locoweed) auftritt (ALROY et al., 1985, STEGELMEIER et al.,
1995, 1999).

Eine befriedigende Erklarung fur die in den untersuchten Organen und Zellen
qualitativ und quantitativ variierende Bindung verschiedener Lektine kann nicht
gegeben  werden.  Mdoglicherweise  reflektieren  die  verschiedenen
Bindungsmuster individuell unterschiedliche metabolische Zustande der
betroffenen Zellen bzw. Gewebe und eine unterschiedliche Struktur der
gespeicherten Oligosaccharide (ALROY et al., 1985). So weist die starke LCA-
Reaktion der Vakuolenmembranen in Neuronen auf eine Speicherung
diantennéren Glykane mit einer a-Fucose in der Position GICNAcAsn hin, die in
Kupffer-Zellen, Azinuszellen des Pankreas und in Hepatozyten wesentlich
schwacher ausgepragt war. Eine deutliche LCA-Reaktion in Speicherlysosomen
ist auch von der genetischen o-Mannosidose der Katze bekannt
(CASTAGNARO et al., 1987; CASTAGNARO, 1990). Eine Chitobiosyl-Einheit

erkennende Bindung von S-WGA, wie sie in massiver Form in Neuronen und
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Schwannzellen beobachtet wurde und geringgradig auch in proximalen
Tubulusepithelien der Niere auftrat, ist auch in neuronalen Vakuolen von
Schweinen mit Locoweed-Vergiftung beschrieben worden (ALROY et al.,
1985).

Die vor allem an der Vakuolenmembran nachweisbaren Reaktionsprodukte der
Lektinbindung fuhrten zu einer sehr akzentuierten Darstellung auch kleiner
Vakuolen, die es erlaubte, auch in den genannten zytoplasmaarmen Neuronen
und Gliazellen, aber auch in Parenchymzellen anderer Organe eine mit der
H.E.-Farbung oft nicht erkennbare Vakuolisierung festzustellen. Dies ist auch
deshalb von Bedeutung, da mit Hilfe des Lektinnachweises auch in friihen
Erkrankungsstadien somit eine sichere und spezifische Diagnose moglich ist.
Elektronenmikroskopisch erwiesen sich die Vakuolen, wie bei anderen
Mannosidosen (JOLLY und WALKLEY, 1997), als von einer einfachen
Membran umgebene sekundare Lysosomen. In Ubereinstimmung mit den
Befunden bei der Ipomoea carnea-Vergiftung (DE BALOGH et al., 1999) und
anderen Swainsonin-induzierten Mannosidosen, war die Mehrzahl der Vakuolen
optisch leer oder sie enthielten wenige Membranfragmente und/oder granulér-
retikulares osmiophiles Material. Bei den Membranfragmenten, die in wesentlich
starkerer Auspragung auch bei der Swainsonin-induzierten a-Mannosidose der
Katze vorkommen (WALKLEY et al., 1989), handelt es sich wahrscheinlich um
eine sekundare Ansammlung von Glykolipiden (JOLLY und WALKLEY, 1997).
Das Vorkommen von Vakuolen war sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen
Uberwiegend auf das Perikaryon beschrankt. Dies erklart sich aus der Genese
der Lysosomen aus dem im Perikaryon gelegenen Golgiapparat (WALKLEY,
1998). Es ist daher nicht verwunderlich, daf3 lektinhistochemisch im Neuropil
nur wenige Vakuolen nachweisbar waren und auch elektronenmikroskopisch
Axone und Dendriten nur vereinzelte Vakuolen aufwiesen.

Wie die Untersuchungsergebnisse zeigen, bestanden sowohl im Grad der
neuronalen Vakuolisierung in den einzelnen Hirnregionen als auch in der
Organverteilung deutliche Unterschiede. So wiesen Purkinjezellen und
Neuronen der Kleinhirnkerne eine starkere Vakuolisierung auf als solche der
GrofR3hirnrinde, und in einer Reihe von Organen war eine zytoplasmatische
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Vakuolisierung Uberhaupt nicht oder nur in bestimmten Kompartimenten
nachweisbar. Als mdgliche Ursache dieser auch von anderen lysosomalen
Speicherkrankheiten bekannten Befunde werden metabolisch bedingte
Empfindlichkeitsunterschiede der einzelnen Organe und Gewebe oder
Inhibitionsunterschiede von gewebsspezifischen Mannosidasen vermutet. So
wurde gezeigt, da3 Swainsonin unterschiedliche Affinitaten zu verschiedenen
Mannosidasen hat, wobei auch moglicherweise Speziesunterschiede bestehen
(STEGELMEIER et al., 1995). Nach neuen toxikokinetischen Untersuchungen
bei der Locoweed-Vergiftung differieren die Swainsonin-Konzentrationen in den
einzelnen Organen und Geweben zum Teil erheblich. Es wird deshalb
diskutiert, dalR das Ausmall? der unterschiedlichen lysosomalen
Oligosaccharidspeicherung unmittelbar mit der Swainsonin-Konzentration in
den verschiedenen Organen und Geweben zusammenhéngt (STEGELMEIER
et al., 1998, 1999).

Sphéroide stellen herdférmige Axonanschwellungen dar, die bei vielen
animalen und humanen Erkrankungen vorkommen (SUMMERS et al., 1995;
GRAHAM und LANTOS, 1997) und bei lysosomalen Speicherkrankheiten
diagnostisch und pathogenetisch eine Schlisselrolle spielen (WALKLEY,
1998). Wie bei anderen genetischen und erworbenen a-Mannosidosen (JOLLY
und WALKLEY, 1997) bildeten sie in Ubereinstimmung mit den Befunden von
DE BALOGH et al. (1999) sowohl bei der spontanen als auch bei der
experimentell induzierten Ipomoea fistulosa-Vergiftung der vorliegenden Arbeit
einen der wichtigsten Befunde im Zentralnervensystem. Sie waren schon bei
der H.E.-Farbung, deutlicher aber mit immunhistochemischen Methoden,
erkennbar. Sie waren besonders durch den Nachweis von GAD, einem
wichtigen Syntheseenzym von y-Aminobuttersaure darstellbar, das als wichtiger
immunhistochemischer Marker fur GABA-erge Neuronen gilt (WALKLEY et al.,
1991). Im Gegensatz zu den Angaben von WALKLEY(1998) wiesen sie
darUber hinaus haufig eine deutliche Neurofilamentreaktion auf. Der, wenn auch
graduell unterschiedliche, Nachweis von GAD in der Mehrzahl der Spharoide
belegt, dal? auch bei der Ipomoea fistulosa-Vergiftung, wie bei anderen

erblichen a-Mannosidosen und der Swainsonin induzierten experimentellen a-
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Mannosidose der Katze (WALKLEY et al.,, 1991), vor allem GABA-erge
Neuronen von gravierenden neuronalen Alterationen betroffen sind, obwohl
lysosomale Speichervakuolen in allen Ganglienzellpopulationen gefunden
wurden. Die Ursache fur die erhohte Vulnerabilitat GABA-erger gegenuber
anderen Neuronen in bezug auf die Spharoidbildung ist nicht befriedigend
geklart. Es wird vermutet, dafld wegen einer héheren elektrischen Feuerungsrate
und hoheren metabolischen Aktivitat in GABA-ergen Neuronen ein hoherer
Turnover axonaler und synaptischer Komponenten vorliegt, der diese Zellen
empfindlicher gegeniber axonalen Transportstorungen macht (WALKLEY et
al., 1991; WALKLEY, 1998).

Ultrastrukturell wiesen die Sphéaroide mit der segmentalen Ansammlung von
dichten Korperchen, tubulo-vesikularen Strukturen und Mitochondrien die
gleichen Merkmale auf, wie sie von diesen Strukturen bei anderen lysosomalen
Speicherkrankheiten bekannt sind (SUMMERS et al., 1995; GRAHAM und
LANTOS, 1997; WALKLEY, 1998).

Weder licht- noch elektronenmikroskopisch war mit den angewandten
Untersuchungsmethoden die Bildung von Meganeuriten nachweisbar, die als
ein wichtiger Befund bei lysosomalen Speicherkrankheiten gelten. Es handelt
sich hierbei um parasomatische, im Ursprungskegel des Axons, also proximal
des Initialsegmentes, gelegene Verdickungen (PURPURA und SUZUKI, 1976;
WALKLEY und PIEROK, 1986). Im Gegensatz zu den distal dieser Region
gelegenen axonalen Spharoiden enthalten sie sekundare Lysosomen, in denen
das dem jeweiligen Enzymdefekt entsprechende Material gespeichert ist.
Meganeuriten weisen haufig ektopische Dendriten in Form dornartiger Fortsatze
auf (,spiny meganeurites), die nur in Golgi-Silberpraparationen darstellbar sind.
Sie werden wahrscheinlich durch gespeicherte Gu.-Ganglioside induziert, die in
einem Teil der Neuronen auch bei anderen als Gu-Gangliosidosen vorkommen
und dementsprechend bei einer Reihe humaner und animaler lysosomaler
Speicherkrankheiten auftreten. Sie werden auch bei der experimentellen
Swainsonin-induzierten Speicherkrankheit der Katze (WALKLEY und SIEGEL,
1989) beschrieben. Bei der experimentellen durch Swainsona canescens

verursachten a-Mannosidose des Schafes kommen zwar auch Meganeuriten
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vor, die allerdings keine ektopischen Dendriten (,aspiny meganeurites®)
aufweisen (HUXTABLE et al., 1982). Eine ausfuhrliche Diskussion der
Problematik findet sich bei WALKLEY (1998). Weitere Untersuchungen
mussen deshalb prufen, ob das Fehlen von Meganeuriten im vorliegenden
Material nur auf nicht adaquaten Untersuchungsmethoden (vor allem
Nichtanwendung der Golgi-Silberimpragnation) beruht, oder ob sich die
morphologischen Veranderungen bei der Ipomoea fistulosa-Vergiftung in dieser
Beziehung, moglicherweise speziesabhéngig, tatsachlich von denen anderer
lysosomaler Speicherkrankheiten unterscheiden.

Aul3er der Bildung von Spharoiden fanden sich vor allem im Kleinhirn nur
elektronenmikroskopisch erkennbare weitere neuronale Veranderungen in Form
eines vermehrten Auftretens von dichten und vesikularen Korperchen und
Myelinfiguren. Sie konnten vor allem im Perikaryon, weniger auch in den
Zellfortsatzen aller Neuronentypen gefunden werden. In Korbzellaxonen und
Parallelfasern war dariiber hinaus eine segmentale Ansammlung fibrillaren und
granulo-retikularen Materials anzutreffen. Vor allem in Dendriten von
Purkinjezellen wurden in spateren Krankheitsstadien nicht eindeutig
klassifizierte, von einer Doppelmembran umgebene Einschlu3kdrperchen
gefunden. Uber die Genese dieser Veranderungen und ihre Bedeutung fur das
Krankheitsgeschehen sind allenfalls spekulative Aussagen mdglich. Massivere
Axonschadigungen im Sinne einer Wallerschen Degeneration und
entsprechende Abraumreaktionen konnten dagegen weder licht- noch
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden, obwohl dieses aufgrund des
deutlichen Zellverlustes in der Purkinje- und Koérnerzellschicht erwartet werden
konnte. Eine befriedigende Erklarung dafur gibt es nicht. Bis auf das in
Einzelfallen bei der experimentellen Swainsonin-Vergiftung des Schafes
beschriebene herdférmige Auftreten derartiger Alterationen in der weil3en
Substanz der hinteren Medulla oblongata und der weil3en Substanz in Hals-
und Brustmark bei der experimentellen Swainsona canescens-Vergiftung des
Schafes (HUXTABLE et al., 1982) liegen hiertiber bisher auch keine Angaben

in der Literatur vor.
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Einen interessanten Befund stellte die deutliche Reduktion axo-somatischer
Kontakte dar, wie sie sich beim immunhistochemischen Nachweis von GAD in
der Kleinhirnrinde und vor allem in den Kleinhirnkernen darstellte. Ob diese
tatsachlich auf einem Verlust der GABA-ergen Synapsen durch Axonuntergang
oder nur auf einer Reduktion der GAD-Aktivitat beruht, kann nicht entschieden
werden, da elektronenmikroskopische Untersuchungen in den betreffenden
Fallen nicht durchgefuhrt wurden. Da der anterograde Transport von GAD bei
neuroaxonalen Dystrophien mit Sphéaroidbildung aber nicht gestort ist
(WALKLEY et al., 1991; WALKLEY, 1998), ist die erstere Moglichkeit
allerdings wahrscheinlicher. Allerdings wurden dann zu erwartende Anzeichen
einer transsynaptischen Degeneration an den betroffenen Ganglienzellen nicht
bemerkt.

Die generell bei Speicherkrankheiten bekannte Nekroseneigung von
Purkinjezellen (WALKLEY, 1998) wird auch durch die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen belegt. Eindeutige Ganglienzellnekrosen waren besonders in
der Purkinjezellschicht nachweisbar und fuhrten hier in spateren Phasen der
Erkrankung zu einem ausgepragten Zellverlust. Gleichzeitig war die
Spharoidbildung in den Purkinjezellen besonders ausgeprégt. Die Ursache fur
den neuronalen Zelltod bei Swainsonin-Vergiftungen und anderen lysosomalen
Speicherkrankheiten ist noch unklar. Da der Spharoidbildung sehr
wahrscheinlich eine Stérung des retrograden axonalen Transportes zugrunde
liegt und dem Zelltod vorausgeht, wird vermutet, dal3 es in Verbindung mit der
Entstehung von Spharoiden auch zu einer Stérung des retrograden Transportes
von Wachstumshormon oder anderen fiir das Uberleben der Neuronen
notwendigen Substanzen kommt, die den Zelluntergang zur Folge haben.
Dagegen gibt es fur Storungen des anterograden axonalen Transportes als
Ursache dieser Verédnderungen bislang keine gesicherten Kenntnisse
(WALKLEY, 1998).

Lipofuszinablagerungen in Gliazellen, wie sie bei der Ipomoea carnea-
Vergiftung der Ziege (DE BALOGH et al., 1999) und bei chronischer Vergiftung
mit Swainsona spp. bei Schafen beschrieben werden (HARTLEY, 1971),

konnten in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
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Uber Myelin- bzw. Oligodendrogliaschadigungen bei a-Mannosidosen ist nur
wenig bekannt (VAN KAMPEN und JAMES, 1969; STEGELMEIER et al.,
1999). Wie die Ergebnisse der eigenen elektronenmikroskopischen und
lektinhistochemischen  Untersuchungen  zeigen, kam es auch in
Oligodendrogliazellen zu einer, wenn auch nur geringgradigen, lysosomalen
Vakuolisierung. Stérungen der Myelinbildung oder Myelinschadigungen in Form
einer Demyelinisierung, wie sie von HARTLEY (1971) gelegentlich bei
chronischer Swainsonin-Vergiftung in Faserzigen des Globus pallidus
beobachtet wurde, konnten hier nicht gefunden werden.

Uber Astrozytenveranderungen bei Swainsonin-induzierten
Speicherkrankheiten finden sich in der Literatur ebenfalls meist nur beilaufige
Hinweise auf eine nicht naher definierte Gliose. In dieser Studie konnten vor
allem elektronenmikroskopisch nur vereinzelt Vakuolen in Astrozyten
beobachtet werden. Neben einem intrazellularen Odem, das besonders in den
perivaskularen Ful3fortsatzen bei zwei Tieren vorlag und das auch von JAMES
et al. (1970) bei der Swainsona-Vergiftung des Schafes erwahnt wird, waren
nennenswerte  degenerative Veradnderungen nicht erkennbar. Auch
STEGELMEIER et al. (1999) weisen auf das nur gelegentliche Vorkommen
einer zytoplasmatischen Vakuolisierung in Astrozyten bei der Locoweed-
Vergiftung hin und schlie3en daraus auf eine gegenuber den Neuronen héhere
Resistenz dieser Zellen gegen Swainsonin.

Auffallig war dagegen die Ausbildung einer reaktiven Astrogliose mit
lichtmikroskopisch teilweise starker Vermehrung GFAP-reaktiver Zellfortsatze,
der elektronenmikroskopisch das vermehrte Auftreten gliafilamentreicher
Astrozytenfortsatze entsprach. Die bei allen Tieren mit spontaner Ipomoea-
Vergiftung beobachtete Astrogliose war bei experimentell induzierten Féllen erst
ab einer Versuchsdauer von mehr als 50 Tagen regelmafig vorhanden, also
spater als die schon ab dem 20. Versuchstag in geringem Male auftretende
Sphéroidbildung. Insgesamt fand sich eine auch von HARTLEY (1971) bei der
Vergiftung mit Swainsona sp. verzeichnete Beziehung zwischen dem
Vorkommen von Spharoiden und anderen degenerativen Veranderungen und

der Entwicklung einer Astrogliose. So war eine massive Vermehrung der
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Astrozytenfasern nur in Kerngebieten mit starker Sphéaroidbildung und im
Kleinhirn zusatzlich in Form einer Proliferation der Bergmannglia erkennbar,
wahrend sie in diesbeziglich weniger betroffenen Gebieten, wie der
Grol3hirnrinde, weniger in Erscheinung trat. Die Astrogliose ist somit als eine
Reaktion auf die starkere neuronale Schadigung in den genannten Gebieten zu
werten und durfte nicht auf einer unmittelbaren Swainsoninwirkung beruhen.
Uber die Rolle der Mikroglia bei animalen lysosomalen Speicherkrankheiten ist
bisher kaum etwas bekannt. Auch die eigenen Untersuchungsergebnisse geben
hierGber nur unzureichend Auskunft, da gezielte diesbezigliche
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt werden konnten.
Lektinhistochemisch wurden, vor allem in den stark veranderten Kerngebieten
mit erh6htem Zellgehalt, in fortgeschrittenen Erkrankungsphasen vermehrt zum
Teil ramifizierte Zellen gefunden, die deutlich mit BS-I und RCA reagierten,
welche als allerdings unspezifische Marker fur mikrogliose Zellen gelten
(MANNOQOJI et al., 1986; BASZLER et al., 1994; SUMMERS et al., 1995;
GRAHAM und LANTOS, 1997). Zumindest die fur Mikrogliazellen relativ
typische Gestalt der markierten Zellen gibt aber einen Hinweis darauf, daf es
bei der Ipomoea-Vergiftung auch zu einer Aktivierung der Mikroglia kommt,
ahnlich wie sie bei der genetischen a-Mannosidose des Rindes in Hirngebieten
mit schwereren degenerativen Veranderungen auftreten kann (JOLLY und
THOMPSON, 1978).

AulBer einer nur lektinhistochemisch nachweisbaren Vakuolisierung von
Schwannzellen und endoneuralen Fibroblasten konnten keine weiteren
histopathologischen Veranderungen in peripheren Nerven gefunden werden.
Dies bestatigt die Feststellungen von PRITCHARD et al. (1989) an Ratten und
von HUXTABLE et al. (1982) an Schafen, dal} bei der Swainsonin-Vergiftung
trotz deutlicher neuroaxonaler Dystrophie des ZNS es offenbar nicht zu einer

nennenswerten Schadigung peripherer Nerven kommt.
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4.4 Korrelation zwischen neurologischer Symptomatik und

histopathologischen ZNS-Veranderungen

Die Feststellung von Zusammenhé&ngen zwischen neurologischen Stdrungen
und morphologischen Veradnderungen des Nervensystems ist angesichts der
komplexen Netzwerkstruktur dieses Organsystems sehr schwierig, zumal dann,
wenn disseminierte oder multifokale Veranderungen vorliegen. Dariiber hinaus
sind vom Menschen und aus experimentellen Untersuchungen an einzelnen
Tierspezies bekannte funktionelle Beziehungen zwischen neurologischen
Storungen und der Topik morphologischer Veranderungen nur begrenzt zu
verallgemeinern. So liegen einschlagige funktionell-anatomische
Untersuchungen bei der Ziege offenbar nicht vor, so dal3 der Versuch einer
Korrelation der neurologischen  Symptomatik mit dem  Spektrum
morphologischer Alterationen bei der Ipomoea fistulosa-Vergiftung der Ziege
nur mit Vorbehalt vorgenommen werden kann.

Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen zeigen, daf3
morphologische Veranderungen in Gestalt einer neuronalen Vakuolisierung
zwar schon nach 20-tagiger Versuchsdauer nachweisbar und zumindest im
Kleinhirn 40 Tage nach Versuchsbeginn deutlich ausgepragt waren,
nennenswerte neurologische Ausfallserscheinungen aber erst nach einer
Versuchsdauer von mehr als 50 Tagen in Erscheinung traten. Uber die in allen
Hirnregionen vorkommende Vakuolisierung hinausgehende neuronale
Alterationen, vor allem die Bildung axonaler Sphéaroide, aber auch
Ganglienzellnekrosen, ein Ganglienzellverlust in der Purkinjezellschicht sowie
eine Astrogliose wurden mehr oder weniger konstant und in deutlicher
Auspréagung erst ab diesem Zeitpunkt beobachtet. Hieraus kann geschlossen
werden, dal3 die neurologischen Krankheitserscheinungen wahrscheinlich nicht
durch die lysosomale Speicherung von Oligosaccharidresten ausgeldst werden,
sondern eine Folge weitergehender Zellschadigungen, insbesondere der
Sphéaroidbildung sind (vgl. auch S. 64). Sie wurden tUberwiegend im Kleinhirn
gefunden, was gut mit der klinischen Symptomatik Gbereinstimmt, die auf eine

dominierende zerebellare Dysfunktion hinweist.
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Das Kleinhirn hat wichtige Funktionen der Regulation der motorischen
Steuerung und der Koérperhaltung. Sie wird durch Informationen induziert, die
vom oberen motorischen Neuron dber initierte Bewegung, vom allgemeinen
propriozeptiven System Uber die Position des Koérpers und der Extremitaten im
Raum und vom speziellen propriozeptiven System (Vestibularsystem) tber die
Stellung des Kopfes kommen. Es ist frontal in einen rostralen und kaudalen
Lobus und sagittal in drei Zonen korrespondierender Kerngebiete gegliedert: die
Vermalzone, die den Nucleus fastigii mit dem Nucleus vestibularis lateralis
verbindet, die Paravermalzone, die mit dem Nucleus interpositus und die
Lateralzone, die mit dem Nucleus lateralis verbunden ist (BRODAL, 1967;
POPEIANO, 1967; DE LAHUNTA, 1983).

Die Vermalzone ist fur die Kontrolle der Haltung, des Muskeltonus, der
Lokomotion und des Gleichgewichtes verantwortlich. Die Paravermalzone
stimmt den Tonus und die Stellung zur Regulierung der motorischen
Feinmechanik der Extremitaten ab, und die vor allem bei Primaten ausgebildete
Lateralzone ist fur die Koordination der Aktivitdt des motorischen Kortex bei der
Ausfuhrung feinmechanischer Bewegungen verantwortlich. Bei einer
Schadigung in den verschiedenen Arealen kommt es zu charakteristischen
Ausfallserscheinungen. So fuhren Veradnderungen im rostralen Lobus zu
Opisthotonus, Hyperextension der Vordergliedmal3en sowie einer Hypertonie
der Hintergliedmal3en. Lasionen des kaudalen Lobus gehen mit Hypermetrie,
Intentionstremor und Hypotonie einher, wahrend eine Schadigung im Lobus
flocculonodularis zu Gleichgewichtsstorungen, breitbeiniger Haltung und
abnormem Nystagmus fuhren (DE LAHUNTA, 1983).

Sowohl bei der spontanen als auch bei der experimentellen Vergiftung mit
Ipomoea fistulosa bildeten sowohl der rostrale als auch der kaudale Lobus der
Vermalzone und die zugehorigen Kleinhirnkerne die Regionen, in denen die
starksten degenerativen Veranderungen mit Spharoidbildung,
Ganglienzellnekrosen und Zellverlust, vor allem in der Purkinjezellschicht, sowie
eine deutliche Astrogliose auftraten. Dagegen waren die Kleinhirnhemispharen

und andere Regionen nicht oder weniger deutlich von derartigen Alterationen
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betroffen. Wie der immunhistochemische Nachweis von GAD zeigte, waren von
den Veranderungen uberwiegend GABA-erge Neuronen betroffen.

Die vielfaltigen, den Bewegungsablauf, die Haltungs- und Stellreaktionen und
die Kopfnervenfunktionen betreffenden neurologischen Symptome, die sich im
Verlauf der Erkrankung korrespondierend zu den genannten morphologischen
Veranderungen entwickelten (vgl. auch S.56), entsprechen weitgehend den
beschriebenen Ausfallserscheinungen, wie sie von der Schadigung bestimmter
Kleinhirnareale bekannt sind.

Die bei der Ipomoea-fistulosa-Vergiftung der Ziege auftretenden
Krankheitserscheinungen sind somit sehr wahrscheinlich berwiegend auf eine
Schadigung des GABA-ergen neuronalen Netzwerkes im Kleinhirn
zurickzufuhren. Auch bei anderen lysosomalen Speicherkrankheiten wird der
Entstehung von Spharoiden in diesen Neuronen eine SchlUsselrolle in der
Pathogenese der zerebralen Dysfunktion zugeschrieben (WALKLEY et al.,
1991; WALKLEY, 1998).

Die Frage, ob in der Pathogenese der Ipomoea fistulosa-Vergiftung auch durch
die Inhibierung der Golgi-a-Mannosidase Il und durch Calystegin induzierte
Schadigungen eine Rolle spielen, kann aufgrund der vorliegenden
Untersuchungsergebnisse nicht klar beantwortet werden. Die Tatsache, dal3 die
beobachteten klinischen Symptome und besonders das morphologische
Schadigungsmuster dem Bild der genetischen a-Mannosidose sehr ahnlich
sind, bei der nur ein Defekt der lysosomalen a-Mannosidase vorliegt, spricht
aber eher dafur, daf3 solche Wirkungen, wenn Uberhaupt, nur marginal von
Bedeutung sein durften.
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1.

ZUSAMMENFASSUNG

In der Literaturibersicht wird der gegenwartige Kenntnisstand Uber die
spontane und experimentelle Vergiftung von Wiederkauern mit Ipomoea
fistulosa, die im Nordosten Brasiliens unter den Namen ,Canudo“ und ,Mata
cabra“ bekannt ist, und mit Ipomoea carnea in Afrika und Asien dargestellt.
Die Toxine dieser Pflanzen, Swainsonin und Calystegin B, und C; und ihr
Wirkungsmechanismus werden erlautert. Weiterhin wird eine Ubersicht tiber
lysosomale Speicherkrankheiten im allgemeinen, sowie Uber das
Vorkommen bei Wiederkauern gegeben.

Die eigenen Untersuchungen befal3ten sich mit spontan erkrankten Ziegen
und einer experimentell induzierten Vergiftung bei dieser Tierart. Die
Untersuchung der spontanen Erkrankung erfolgte an 23 Ziegen aus den im
Nordosten Brasiliens gelegenen Gemeinden Petrolina/Pernambuco und
Juazeiro/ Bahia sowie einer Ziege aus Itaguai/Rio de Janeiro. Drei der Tiere
wurden obduziert, die tbrigen nur klinisch untersucht. Experimentell wurde
eine Vergiftung bei 12 adulten Ziegen durch Verfutterung von Ipomoea
fistulosa allein und mit Anteilen von 50% und 25% an der taglichen
Futterration induziert. Die aufgenommene Menge an Ipomoea fistulosa
variierte zwischen 5,2 und 14,9 g Trockenmasse/kg KM/Tag. Zwei Ziegen,
die nur mit Gras gefuttert wurden, dienten als Kontrollen fur die klinischen
und morphologischen Untersuchungen. EIf Ziegen wurden nach einer
Versuchsdauer zwischen 20 und 105 Tagen euthanasiert. Eine Ziege starb
spontan nach einer Versuchsdauer von 83 Tagen.

Alle Tiere wurden unmittelbar nach dem Tod obduziert. Fur die
histologischen, immunhistologischen und lektinhistochemischen
Untersuchungen entnommene Proben fast aller Organe wurden in
gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet oder fur
Gefrierschnitte verwendet. Neben einer Vielzahl histologischer Farbungen

wurden immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von
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Neurofilament, saurem Gliafaserprotein und Glutaminsauredecarboxylase
(GAD) durchgefuhrt. Die lektinhistochemischen Untersuchungen erfolgten
mit einem Panel von zehn biotinylierten Lektinen. Proben fur die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden in Glutaraldehyd
immersionsfixiert und in Epon eingebettet. Untersuchungen zur
Topographie der Hirnveranderungen erfolgten an Coronarschnitten beider
Hirnhalften in 16 Schnittebenen.

4. Das klinische Bild der spontan erkrankten Ziegen war durch Abmagerung,
bilaterale symmetrische Ataxie, Paresen und abnorme Stellreaktionen mit
Muskelhypertonie gekennzeichnet. Bei Tieren mit geringgradigen
Stérungen erwies sich die ,Aufsteh-Prifung” als ein diagnostisch wichtiges
Merkmal. Hierbei zeigten die Tiere nach Verbringen in die Seitenlage beim
Versuch wieder aufzustehen deutliche Koordinationsstérungen.

5. Alle mit Ipomoea fistulosa gefutterten Ziegen entwickelten neurologische
Krankheitserscheinungen und in spéateren Stadien Abmagerung. Die
neurologischen Symptome &hnelten denjenigen bei spontaner Vergiftung.
Alle Tiere zeigten Verhaltens- und Bewul3tseinsstérungen, sowie Anomalien
des Bewegungsablaufes und der Haltungs- und Stellreaktionen. Stérungen
der spinalen Reflexe und der Kopfnervenfunktionen waren nicht regelmafig
vorhanden. Die ersten Krankheitssymptome wurden, unabhangig von dem
Anteil an Ipomoea fistulosa im Futter, zwischen dem 22. und 42.
Versuchstag beobachtet.

6. Sowohl bei spontaner als auch bei experimentell induzierter Erkrankung
konnten bei der Sektion auf3er einer Abmagerung und einer inkonstanten
Anamie keine besonderen Befunde erhoben werden.

7. Die histopathologischen Veranderungen, besonders im Gehirn, waren bei
spontanen und experimentellen Vergiftungen qualitativ weitgehend
identisch.
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8.

10.

Der auffalligste histopathologische Befund war eine zytoplasmatische
Vakuolisierung in Neuronen des zentralen und autonomen Nervensystems,
weniger deutlich auch in Astrozyten, Oligodendrozyten und Schwannzellen
peripherer Nerven. Sie fand sich auch in Parenchymzellen von Organen,
vor allem in Azinuszellen des Pankreas, Hepatozyten, Kupfferzellen,
Follikelepithelien der Schilddrise, Makrophagen des lymphatischen
Gewebes und im Keimepithel des Hodens. Besonders deutlich konnten die
Vakuolen lektinhistochemisch mit Con-A und WGA dargestellt werden.
Ultrastrukturell waren die 0,3 bis 3,3 um grol3en lysosomalen Vakuolen von
einer einschichtigen Membran umgeben und bis auf gelegentlich
nachweisbare Membranfragmente, Vesikel, granular-retikulare Strukturen
oder amorphe, dichte Substanzen und osmiophiles Material
elektronenoptisch leer.

Im Gehirn wurden darliber hinaus eine axonale Degeneration mit
Spharoidbildung, Ganglienzellnekrosen und eine Astrogliose festgestellt.
Der immunhistochemische Nachweis von GAD in der Mehrzahl der
Spharoide ergab, dal3 von der axonalen Dystrophie vor allem GABA-erge
Neuronen betroffen waren. Ultrastrukturell enthielten die Spharoide vor
allem dichte Korperchen, daneben Mitochondrien, Mikrotubuli und
Neurofilamente, wéahrend lysosomale Vakuolen nur selten vorhanden

waren.

Wahrend die neuronale Vakuolisierung disseminiert in allen Hirnregionen
auftrat, fanden sich Sphéaroide vor allem im Kleinhirn, besonders im
Kleinhirnwurm und in den Kleinhirnkernen. Daneben waren sie im Nucleus
vestibularis lateralis, im Nucleus cuneatus lateralis und im Nucleus olivaris
der Medulla oblongata, sowie in der Substantia nigra des Mittelhirns und im
Globus pallidus deutlich erkennbar. Korrespondierend hierzu fand sich in
diesen Gebieten auch eine deutliche reaktive Astrogliose, welche in der
Kleinhirnrinde besonders die Bergmannglia betraf. Ultrastrukturell lag eine
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deutliche  Vermehrung  gliaflamentreicher  Fortsatze  vor. Die
Astrozytenperikarya und besonders ihre Ful3fortsdtze waren oft
Odematisiert.

11. Die zytoplasmatische Vakuolisierung war 20 Tage nach Versuchsbeginn in
Purkinjezellen des Kleinhirnes und Neuronen des Thalamus sowie in
Azinuszellen des Pankreas, in Follikelepithelien der Schilddriise und in
Makrophagen der Lymphknotensinus erstmals nachweisbar. Ab dem 40.
Versuchstag war sie in allen Hirnregionen erkennbar. Ab diesem Zeitpunkt
waren auch axonale Spharoide ausgepréagt nachweisbar, wéhrend ein
Verlust an Purkinjezellen und eine Astrogliose erst bei Ziegen nach mehr
als 50-tagiger Versuchsdauer massiver ausgepragt waren.

12. Die Vakuolenmembranen von neuronalen und extraneuronalen Zellen
wurden durch die Lektine Con-A und WGA sehr stark markiert. LCA und S-
WGA reagierten selektiv mit Vakuolenmembranen in neuronalen Vakuolen.
Das lektinhistochemische Muster zeigt, dal? die identifizierten nicht
reduzierten Reste von a-Man, a-Glc, 1-4GIcNAc und NeuNAc oder ihre
Sequenz zu den N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharideinheiten vom
mannosereichen, hybriden und komplexen Typ gehoren.

13. Der Vergleich der Kinetik der histopathologischen Verdnderungen mit der
des neurologischen Symptomenkomplexes bei der experimentellen
Vergiftung ergab, dal3 letzterer erst in vollem Umfang manifest wurde, wenn
neuropathologisch ausgepragte degenerative Veranderungen in Gestalt von
Sphéaroidbildung und Ganglienzellnekrosen bzw. Ganglienzellschwund in

der Purkinjezellschicht vorhanden waren.

14. Die Untersuchungen zeigen, dal3 das nach Verfutterung von Ipomoea
fistulosa experimentell induzierte Krankheitsbild sich nicht von demjenigen
der spontanen Vergiftung unterscheidet. Die Aufnahme von Ipomoea
fistulosa I6st eine systemische Glykoproteinspeicherkrankheit aus, die mit
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einer  lysosomalen Speicherung  von Oligosacchariden des
mannosereichen, hybriden und komplexen Typs einhergeht. Diese beruht
auf der Inhibierung der lysosomalen a-Mannosidase durch das Alkaloid
Swainsonin. Im Gehirn entwickeln sich dartberhinaus degenerative
Veranderungen vor allem in GABA-ergen Neuronen des Kleinhirns, welche
fur die auf eine zerebellare Dysfunktion hinweisenden

Krankheitserscheinungen verantwortlich sind.
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1.

SUMMARY

In the literature section, the actual knowledge about the spontaneous and
experimental intoxication of ruminants with Ipomoea fistulosa, known as
,Ccanudo“ and ,Mata cabra“ in the Northeast of Brazil, and related to
Ipomoea carnea in Africa and Asia, is reviewed. The toxins identified from
these plants, Swainsonine and Calystegine B, and C;, and their mechanism
of action are described. Furthermore, an overview of lysosomal storage

diseases in general and with special emphasis on ruminants is given.

The present investigations included studies on spontaneously and
experimentally occurring intoxications in goats. 23 goats with spontaneous
disease originating from Petrolina/Pernambuco and Juazeiro/Bahia in
Northeast Brazil as well as one animal from Itaguai/Rio de Janeiro were
included in the study. Three goats from this group were necropsied and the
remaining animals were studied clinically only. For the experimental study,
12 adult goats were intoxicated by feeding them Ipomoea fistulosa alone or
replacing 50% or 25% of the daily diet by this plant. The ingested amount of
Ipomoea fistulosa varied between 5,2 and 14,9g dry matter/kg body
weight/day. Two goats, that were fed with grass only, served as controls for
the clinical and morphological investigations. Eleven goats were euthanized

after 20 and 105 days. One goat died spontaneously after 83 days.

All animals were necropsied immediately after death. For the histological,
immunohistological and lectin-histochemical studies specimen from almost
all organs were fixed in buffered formalin, embedded in paraffin and used
for frozen sections. Besides a large variety of histological staining
techniques, immunohistological studies for the detection of neurofilament,
glial fibrillary acidic protein and glutamic acid decarboxylase (GAD) were
performed. For the lectin-histochemical experiments, a panel of ten

biotinylated lectins was used. In addition, tissues were immersion fixed in
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glutaraldehyde and embedded in Epon for the electron microscopical
studies. To specify the topography of the brain lesions, 16 coronal sections

of both hemispheres were used.

4. Clinically, spontaneously intoxicated goats showed emaciation, bilateral
symmetrical ataxia, paresis and abnormal postural reactions with muscle
hypertonia. In animals with minor changes, the ,stand up-test* proved to be
of diagnostic value. Accordingly, animals that were put into a lateral position

showed striking coordination problems.

5. All goats fed with Ipomoea fistulosa developed neurological signs and, in
later stages, emaciation. The neurological symptoms were comparable to
those observed in the spontaneous intoxication. All animals showed
disorders of behaviour and consciousness as well as anomalies of the gait,
stand and postural reactions. Changes in the spinal reflexes and in the
cranial nerves functions were not always present. The first symptoms were,
independent of the amount of Ipomoea fistulosa fed, observed between day
22 and 42.

6. Emaciation and in some cases anemia were the only macroscopical

changes observed in spontaneous as well as in experimental cases.

7. The histopathological changes, especially in the brain, were almost identical

in spontaneously and experimentally intoxicated animals.

8. The most prominent histopathological lesion was a cytoplasmic vacuolation
in neurons of the central and the autonomous nervous system. It was less
pronounced in astrocytes, oligodendrocytes and Schwann cells of the
peripheral nerves. Parenchymal cells of various organs including pancreatic
acinar cells, hepatocytes, Kupffer cells, follicular epithelial cells of the

thyroid gland, macrophages of the lymphatic tissues and the testicular
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tissue showed similar changes. For the lectin-histochemical detection of the
vacuoles the lectins Con-A and WGA vyielded the best results.
Ultrastructurally, the 0,3 to 3,3 pm large lysosomal vacuoles were
surrounded by a single-layered membrane and were empty besides
occasionally observed membrane fragments, vesicles, granular-reticular

structures or amorphous, dense substances and osmiophilic material.

9. Furthermore, in the brain, an axonal degeneration with formation of
spheroids, ganglial cell necrosis and an astrogliosis were observed. The
immunohistochemical detection of GAD in the majority of the spheroids
suggested that mainly GABAergic neurons were affected by the axonal
dystrophy. Ultrastructurally, the spheroids contained mainly dense bodies,
besides mitochondria, microtubuli and neurofilaments, while lysosomal

vacuoles were found only rarely.

10.While the neuronal vacuolation was disseminated in all brain regions, the
spheroids predominated in the cerebellum, especially in the vermis and in
the cerebellar nuclei. In addition, they were prominent in the nucleus
vestibularis lateralis, in the nucleus cuneatus lateralis and in the nucleus
olivaris of the medulla oblongata, as well as in the substantia nigra of the
midbrain and the globus pallidus. Correspondingly, a prominent reactive
astrogliosis especially affecting the Bergmann glia of the cerebellar cortex
was observed. Ultrastructurally, a proliferation of glial filament-rich
processes was found. The astrocytic perikarya and processes were often

edematous.

11.The cytoplasmic vacuolation was first observed 20 days after the onset of
the experiment in cerebellar Purkinje cells and thalamic neurons as well as
in acinar pancreatic cells, follicular epithelial cells of the thyroid gland and
in macrophages of the lymphatic sinuses. After 40 days the vacuolation was

found in all brain regions. At the same time, the spheroids appeared, while
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a massive loss of Purkinje cells and astrogliosis were not found in goats

before 50 days after the onset of the experiment.

12.The membranes of the vacuoles of neuronal and extraneuronal cells stained
strongly positive with the lectins Con-A and WGA. LCA and S-WGA reacted
selectively with membranes in neuronal vacuols. The lectin-histochemical
pattern revealed, that the identified, non-reduced rest of a-Man, a-Glc, (31-
4GIcNAc and NeuNAc or their sequence are part of the N-glycosidically

linked oligosaccharides from the mannose-rich, hybrid and complex type.

13.The comparison of the kinetics of the histopathological changes and the
neurological symptoms in the experimental intoxication revealed, that
neurological signs did not become evident before the occurrence of
prominent neurodegenerative changes including spheroid formation and

necrosis and loss of ganglia in the Purkinje cell layer.

14.The investigations show that after feeding of Ipomoea fistulosa
experimentally induced disease is identical to the spontaneous intoxication.
The up-take of Ipomoea fistulosa induces a glycoprotein storage disease,
that is accompanied by the lysosomal storage of oligosaccharides of the
mannose-rich, hybrid and complex type. This is based on the inhibition of
the lysosomal a-mannosidase by the alkaloid swainsonin. Furthermore, in
the brain, degenerative changes develop, affecting mostly GABAergic

cerebellar neurons, owing to the clinically observed cerebellar dysfunction.
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6 ABBILDUNGEN

Im Original und in der elektronischen Version (http://www.uni-
giessen.de/ub/geb/) sind die Abb. 8-13; 20-28 und 39-62 farblisch dargestellt. In
den gedruckten Exemplaren (DIN A5) sind alle Vergrol3erungsangaben um 32%
Zu verringern.

Abb. 9: Ipomoea fistulosa in ihrem nattrlichen Habitat
a Ipomoea fistulosa in Blite.
b: Dichtes kahles Buschwerk von Ipomoea fistulosa in einem

ausgetrockneten See.
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Abb. 10: Klinische Symptome bei Ziegen mit spontaner und

experimenteller Vergiftung durch Ipomoea fistulosa

a Unfahigkeit aus der Seitenlage aufzustehen (,Aufstehprifung®)
Ziege 5119, spontane Vergiftung.
b: Parese der Hintergliedmalien

Ziege 5123, spontane Vergiftung.

C: Hypermetrie der Vordergliedmal3en
Ziege 5076, 56. Versuchstag.
d: Starre aller Gliedmaf3en bei Druck auf die Klauensohle

Ziege 5069, 70. Versuchstag.
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Abb. 20: Veréanderungen der Purkinjezellen der Kleinhirnrinde

a Vakuolisierung im Perikaryon einer Purkinjezelle in der Declive
Ziege 5080, 40. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.
b: Chromatolyse einer Purkinjezelle im Culmen
Ziege 5070, 105. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.
C: Nekrotische Purkinjezelle in der Declive mit Eosinophilie des Zytoplasmas
und pyknotischem Zellkern
Ziege 5070, 105. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.

Abb. 21:

a Zellverlust und Verschmalerung im Stratum moleculare (Sm).
Purkinjezellen sind nicht mehr nachweisbar. Das Stratum granulosum (Sg)
ist durch den Verlust von vornehmlich Golgizellen ebenfalls verschmaélert.
Keile: Leptomeninx
Ziege 5123, Declive des Kleinhirnwurmes, spontane Vergiftung
Kresylviolett, Nomarski-Beleuchtung, 104 x.

b: Declive eines Kontrolltieres. Kleiner Pfeil: Sternzelle; groRRer Pfeil:
Korbzelle; Keil: Purkinjezelle; dicker Pfeil: Golgizelle; Ko: Kérnerzellen

Ziege 5069, Kresylviolett, Nomarski-Beleuchtung, 104 x.
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Abb. 22: Degenerative Veranderungen von Purkinjezellaxonen mit
Bildung von Sphéroiden, die in den hier dargestellten

Langsschnitten das Bild sogenannter “Torpedos” zeigen

a Coronarschnitt des Culmen
Ziege 5079, 61. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

b: Coronarschnitt der Declive. Pfeil: immunhistochemischer Nachweis von
Neurofilament in Spharoiden des proximalen Axonabschnittes. Keil:
Purkinjezellperikaryon
Ziege 5070, 105. Versuchstag
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

C: Sagittalschnitt der Kleinhirnpyramide. Pfeile:  immunhistochemischer
Nachweis von Neurofilament bei segmentaler Spharoidbildung im
proximalen Abschnitt eines Purkinjezellaxons. Keil: immunreaktives
Purkinjezellperikaryon
Ziege 5123, spontane Vergiftung
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.
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Abb. 23: Immunhistochemischer Nachweis von NF und GAD in einer

c, d:

sagittalen Schnittebene der Kleinhirnpyramide

Spontane Vergiftung. Deutlich reduzierte NF-Expression und Bildung
axonaler Spharoide (dicker Pfeil). Verdickung der Korbzellaxone (Keil) bei
gleichzeitigem Fehlen der terminalen Kollateralen Ramifikationen von
Korbzellaxonen (dunner Pfeil). NF-positives Perikaryon

Ziege 5123, spontane Vergiftung

NF, ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 210 x.

Spontane Vergiftung. Die GABA-ergen Neuronen weisen eine nur
schwach positive GAD-Reaktion auf. Axonale Spharoide (Pfeil) sind maRig
GAD-positiv

Ziege 5123, spontane Vergiftung

GAD, ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 210 x.

Kontrolltier. Zahlreiche NF-positive Axone in verschiedenen Schichten der
Kleinhirnrinde (c). GABA-erge Neuronen weisen immunhistologisch eine
starke GAD-Reaktion auf (d). Grof3er dicker Pfeil: Purkinjezelle; Keil:
Sternzelle; groRer dunner Pfeil: Korbzelle; kleiner dicker Pfeil: Golgizelle;
kleine Pfeile: Glomerulus cerebellosus

Ziege 5125

c: NF, d: GAD, ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 210 x.
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Abb. 24: Immunhistochemischer Nachweis von GAD zur Darstellung
von Fortsatzen und axonalen Sphéaroiden GABA-erger

Neuronen in Kerngebieten des Kleinhirnes

a Reduktion immunreaktiver Fortsatze und relativ viele axonale Spéaroide
(Pfeil). Um eine grofRe Ganglienzelle unvollstandige Corona von GAD-
positiven Fortsatzen und Sphéroiden
Ziege 5080, 40. Versuchstag, Nuc. fastigii
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

b: Nur noch vereinzelte GAD-positive Axone und wenige immunreaktive
Spharoide (Pfeil). Zwei Sphéroide haben Kontakt mit dem Perikaryon
einer grof3en Ganglienzelle, eine perineuronale Corona aus GAD-positiven
Fortsatzen ist nicht erkennbar
Ziege 5070, 105. Versuchstag, Nuc. interpositus
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

C. Nuc. fastigii eines Kontrolltieres. Neben zahlreichen GAD-positiven
neuronalen Zellfortsétzen ist eine grofe Ganglienzelle, deren Perikaryon
von einer dichten Corona aus GAD-positiven Fortséatzen besteht, die axo-
somatische synaptische Kontakte mit der Ganglienzelle bilden
Ziege 5125
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.
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Abb. 25: Immunhistochemischer Nachweis von GFAP in Astrozyten des

Nuc. interpositus und der Declive des Kleinhirnwurmes

a Deutliche Hypertrophie der Astrozyten (Pfeil) mit Vermehrung der
Fortsatze
Ziege 5069, 70. Versuchstag, Nuc. interpositus
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

b: Astrozyten im Nuc. interpositus eines Kontrolltieres
Ziege 5125
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.

C: Astrogliose in der Declive. Ausgepragte Proliferation der Bergmann-Glia
im verschmalerten Stratum moleculare (Keile) mit Vermehrung ihrer
Fortsétze (kleine Pfeile). Im Stratum granulosum und in der weil3en
Substanz ist eine deutliche Astrozytenhypertrophie (Pfeil) mit Vermehrung
der Fortsatze zu erkennen
Ziege 5123, spontane Vergiftung
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 180 x.

d. Astrozyten in der Declive des Kleinhirnwurmes eines Kontrolltieres
Ziege 5125
ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 180 x.
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Abb. 26: Zytoplasmatische Vakuolisierung verschiedener Organe

a Diffuse zytoplasmatische Vakuolisierung der Azinuszellen des Pankreas
mit deutlicher Reduktion der Zymogengranula
Ziege 5075, 53. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.

b: Diffuse zytoplasmatische Vakuolisierung der Follikelepithelzellen der
Schilddrtse
Ziege 5079, 61. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.

C: Zytoplasmatische Vakuolisierung der Hepatozyten und Hypertrophie und
zytoplasmatische Vakuolisierung der Kupfferzellen (Pfeil), Leber
Ziege 5070, 105. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.

d: Zytoplasmatische Vakuolisierung in Makrophagen der Marksinus,
Lymphknoten
Ziege 5070, 105. Versuchstag
H.E., Nomarski-Beleuchtung, 420 x.
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Abb. 27: Lektinhistochemische Nachweise zur Darstellung von
Oligosaccharidresten der Vakuolenmembranen in der

Pyramide des Kleinhirnwurmes

Positive Reaktion in Vakuolenmembranen von Korbzellen (dinner Pfeil),
Purkinjezellen (dicker Pfeil), Golgizellen (Keil) und Kdrnerzellen (Ko)

a: Con-A; b: LCA; c: WGA,; d: S-WGA

Ziege 5075, 53. Versuchstag

ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 360 x.
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Abb. 28: Lektinhistochemische Nachweise zur Darstellung von
Oligosaccharidresten der Vakuolenmembranen in

verschiedenen Organen

a Hochgradig vakuolisierte Neuronen des motorischen Cortex mit
ausgepragter WGA-Reaktion der Vakuolenmembranen
Ziege 5072, 77. Versuchstag

b: MaRig vakuolisierte Ganglienzellen eines intramurales autonomes
Ganglion des Pankreas mit Con-A-Reaktion der Vakuolenmembranen
Ziege 5074, 64. Versuchstag

C: Geringgradig vakuolisierte Schwannzellen des Nervus trigeminus mit S-
WGA-Reaktion der Vakuolenmembranen
Ziege 5079, 61. Versuchstag

d: Hochgradig vakuolisierte Azinusepithelzellen des Pankreas mit starker
WGA-Reaktion
Ziege 5074, 64. Versuchstag

e: Hochgradig vakuolisierte Follikelepithelzellen der Schilddriise mit Con-A-
Reaktion
Ziege 5079, 61. Versuchstag

f: Hochgradig vakuolisierte Makrophagen im Lymphknoten mit Con-A-
Reaktion
Ziege 5070, 105. Versuchstag

a - f: ABC-Technik, Nomarski-Beleuchtung, 420 x.
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Abb. 29: Elektronenmikroskopische Darstellung einer Azinuszelle des
Pankreas einer experimentell vergifteten Ziege im Vergleich

mit der eines gesunden Tieres

a Multiple optisch leere Vakuolen (V). Nur einige Vakuolen enthalten
Membranreste (kleiner Pfeil). Die Bildung von elektronendichten
Sekretgranula erscheint deutlich reduziert (dinner Pfeil). Kern (N), rauhes
endoplasmatisches Retikulum (rER), Golgi-Komplex (G), Mitochondrien
(dicker Pfeil), Lamina basalis (kleine Keile) und Azinuslumen (L) ohne
auffallige Veranderungen
Inset: Anschnitt einer deutlich einschichtigen Vakuolenmembran (Keil), mit
angrenzendem rauhen endoplasmatischen Retikulum
Ziege 5074, 64. Versuchstag
Mal3stab = 1,5 um
Inset-Mal3stab = 0,15 pm.

b: Azinuszelle des Pankreas eines gesunden Tieres mit groRen Mengen dicht
gepacktem rauhen endoplasmatischen Retikulums (rfER) und zahlreichen
elektronendichten Sekretgranula (dicker Pfeil). Kern (N), Golgi-Komplex
(G), Mitochondrien (dtinner Pfeil), Residualkorper (Keile) und Azinuslumen
(L).

Ziege 5067, Kontrolltier
Malstab = 1,5 um.
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Abb. 30:

Nekrotische Azinuszelle mit Chromatinkondensation, Odem des rauhen
endoplasmatischen Retikulums (rER) und Mitochondrienschwellung (Pfeil).
Wahrscheinlich  rupturierte  zytoplasmatische Vakuolen (Stern). In der
Nachbarschaft nicht nekrotische vakuolisierte Azinuszellen.

Ziege 5074, 64. Versuchstag

Malstab = 2,9 um.

Abb. 31:

Deutliche Zytoplasmavakuolen (Pfeile) in einer Azinuszelle (AZ), einem Fibrozyten
(F) und einer kapillaren Endothelzelle (kE)

Ziege 5074, 64. Versuchstag

Malstab = 1,8 um.
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Abb. 32:

Zahlreiche zytoplasmatische Vakuolen, die optisch leer sind oder Membranreste,
granular-retikuldses, amorphes oder osmiophiles Material (dinne Pfeile)
enthalten. Die Lamellenkorperchen (Keile) des rauhen endoplasmatischen
Retikulums sind reduziert. Deutliche Schrumpfung des Zellkernes (N) mit
Chromatinkondensation. Golgi-Komplex (G) und Mitochondrien deutlich
erkennbar. In der Umgebung ein degeneriertes myelinisiertes rekurrentes
Purkinjezellaxon (grof3er dicker Pfeil) und grof3e nicht myelinfreie Korbzellaxone
(Stern), von denen eines eine Zytoplasmavakuole (kleiner dicker Pfeil) aufweist.
Ziege 5081, 30. Versuchstag

Mal3stab = 2,45 um.
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Abb. 33: Axonal-dendritische Degeneration

a Langsschnitt eines Sphéaroides ("Torpedo”) in einem myelinisierten
Purkinjezellaxonsegment mit massiver Ansammlung von Residualkérpern
(Pfeile) und desorganisierten Mikrotubuli (Keile)

Ziege 5075, 53. Versuchstag
Mal3stab = 0,39 um.

b: Querschnitt durch einen Purkinjezelldendriten mit unterschiedlichen
Residualkdrpern in  einem elektronenlichten Axoplasma. In der
Nachbarschaft ein weiterer Dendrit mit Vakuolenbildung (V). Stern:
Mikrotubuli
Ziege 5081, Stratum moleculare der Declive, 30. Versuchstag
Mal3stab = 0,39 um.
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Abb. 34:

a Degenerative Veradnderungen eines Purkinjezelldendriten mit einem
Residualkérper (dicker Pfeil), Gruppierung von Mitochondrien sowie
unregelmafig verteilten Lamellenkdrpern (dinner Pfeil) und Mikrotubuli
(Keil)

Ziege 5075, Declive, 53. Versuchstag
Malstab = 0,31 pum.

b: EinschluRkorperchen (Keile) in einem Dendriten mit Doppelmembran,
granularer Matrix und tubularen Strukturen
Ziege 5069, Stratum moleculare der Declive, 70. Versuchstag
Malstab = 0,73 pum.
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Abb. 35: Elektronenmikroskopische Befunde an Astrozyten

a Odematisierter perikapillarer FuRfortsatz eines Astrozyten mit mehreren
zytoplasmatischen Vakuolen (V). In der Nachbarschaft sind Axone und
Dendriten, die Residualkorper (Pfeile) enthalten. K: Kapillare mit
Endothelzellkern; Keile: kapillare Basalmembran
Schaf 5028, 60. Versuchstag
Mal3stab =1,19 um.

b: Hypertrophischer  Astrozyt (Az) mit  Anschnitten mehrerer
gliafilamentreicher Fortsatze (Sterne) im umgebenden Neuropil, das
daneben viele Anschnitte myelinisierter und nicht myelinisierter
Nervenfasern (Pfeile) enthalt
Ziege 5069, Hippocampus, 70. Versuchstag
Mafl3stab = 2,94 um.
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Abb 36: Elektronenmikroskopische Befunde in der Declive der
Kleinhirnrinde wahrend der friilhen Phase der experimentellen

Vergiftung durch Ipomoea fistulosa

a Unveranderte Sternzelle (Sz). Im umgebenden Neuropil Anschnitte von
nicht myelinisierten Axonen, Dendriten (D), Parallelfasern (Pf) und
Purkinjezelldendriten (PzD). Dichte Korperchen (Pfeil),
Residualkorperchen (Keil)

Ziege 5081, Stratum moleculare, 30. Versuchstag
Mal3stab = 1,5 um.

b: Sphéroid in einem nicht myelinisierten Axon (Pfeil). In der Umgebung ein
Glomerulus cerebellosus (Gc) und mehrere Kornerzellen (Ko)

Ziege 5081, Stratum granulosum, 30. Versuchstag
Mal3stab = 2,94 um.
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Abb. 37: Elektronenmikroskopische Befunde in der Declive der
Kleinhirnrinde wéahrend der Phase der voll ausgebildeten
Erkrankung bei der experimentellen Vergiftung durch Ipomoea

fistulosa

a Ausgepragte Vakuolisierung (V) einer Korbzelle (Kz). Im umgebenden
Neuropil Ansammlung von dichten Korperchen in Purkinjezelldendriten
(danner Pfeil). Pf: Parallelfasern; dicker Pfeil: Einschlu3kdrperchen
Ziege 5075, Stratum moleculare, 53. Versuchstag
Maflstab = 1,5 um.

b: In einigen Parallelfasern segmentale Ansammliung von dichten Korperchen
(Pfeile) und fibrillarem bzw. granulo-retikularem Material (Keile). Einzelne
Dendriten (Stern) erscheinen elektronenlicht. In einer Korbzelle (Kz)
zahlreiche Vakuolen und elektronendichtes amorphes Material
Ziege 5075, Stratum moleculare
Mal3stab = 2,94 um.
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Abb. 38: Elektronenmikroskopische Befunde in der Declive der
Kleinhirnrinde wahrend der Phase der voll ausgebildeten
Erkrankung bei der experimentellen Vergiftung durch Ipomoea

fistulosa

a Grol3e Golgizelle (Gz) mit zahlreichen zytoplasmatischen Vakuolen
Ziege 5075, Stratum granulosum, 53. Versuchstag
Mal3stab = 2,32 um.

b: Langsschnitt durch einen "Torpedo” am Ubergang des nicht myelinisierten
zum myelinisierten Abschnitt eines Purkinjezellaxons mit deutlich
erkennbarer Internodalzone (Pfeil). In der Umgebung, Kornerzellen (Ko)
sowie ein Glomerulus cerebellosus (Gc)

Ziege 5075, Stratum granulosum, 53. Versuchstag
Mal3stab = 2,94 um.

C: Mehrere Kdrnerzellen (K6) mit einzelnen und mehreren zytoplasmatischen
Vakuolen (V). In einer Koérnerzelle kleine Residuallkoper (Pfeil). Daneben
Anschnitt eines nicht myelinisierten Axons mit Sphéaroidbildung.

Ziege 5075, Stratum granulosum, 53. Versuchstag
Maflstab = 1,32 um.
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Abb. 39 bis 62: Kinetik der topographischen Verteilung der neuronalen
Vakuolisierung und axonalen Sphéroidbildung
Graue Punktierung= neuronale Vakuolisierung

Schwarze Punktierung= axonale Sphéaroidbildung
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Verzeichnis der in den Abbildungen 39 bis 55 angewendeten Abkurzungen:

Ca
CA
CC
Cc
CG
CR

FL
Fr
FV
GPH

LA
LC
LP

NC
Nc
Ndct

Nfa
Nl
Ng
NH
Nic
Nlc

Culmen

Claustrum

Corpus amygdaloideum
Cortex cerebri

Colliculus caudalis
Corpus geniculatum
Colliculus rostralis
Declive

Flocculus

Folium vermis

Formatio reticularis
Folium vermis

Gyrus parahippocampalis
Hippocampus

Lingula cerebelli

Lobulus ansiformis
Lobulus centralis
Lobulus paramedianus
Nodulus

Nucleus caudatus
Nucleus cuneatus
Nucleus dorsalis
trapezoidei
Nucleus fastigii
Nucleus funiculi lateralis
Nucleus gracilis

Nuclei hypothalami

Nuclei interpositi cerebelli

Nucleus lateralis cerebelli

corporis

NL-Pa Nucleus lentiformis-Pallidum

NL-Pu Nucleus lentiformis-Putamen

NLT
NMT
No
NP
NR
NSt
NV
NvI
Pf
Pu
Py

Sn
TV

Z|

Nuclei laterales thalami
Nuclei mediales thalami
Nucleus olivaris

Nuclei pontis

Nucleus ruber

Nuclei subthalamici
Nuclei vestibularis
Nucleus vestibularis lateralis
Paraflocculus

Pulvinar

Pyramis

Schnittebene
Substantia nigra

Tuber vermis

Uvula

Zona incerta



Abb. 39: 20. Versuchstag, Ziege 5082

Abb. 40: 30. Versuchstag, Ziege 5081
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Abb. 43: 40. Versuchstag, Ziege 5080

Abb. 44: 40. Versuchstag, Ziege 5080
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Abb. 45: 40. Versuchstag, Ziege 5080

Abb. 46: 40. Versuchstag, Ziege 5080
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Abb. 47: 40. Versuchstag, Ziege 5080

Abb. 48: 40. Versuchstag, Ziege 5080
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Abb. 49: ab dem 50. Versuchstag
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Abb. 52: ab dem 50. Versuchstag

Abb. 51: ab dem 50. Versuchstag




Abb. 53: ab dem 50. Versuchstag

Abb. 54: ab dem 50. Versuchstag
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Abb. 56: 70. Versuchstag. Ziege 5069

Abb. 55: 70. Versuchstag, Ziege 5069
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8 ANHANG

8.1 Tabellen

Tab. 6: Neurologische Stérungen der Ziegen mit spontaner Ipomoea fistulosa-Vergiftung (n=8)

Ziege (Reg.Nr.) 5113 5114 | 5115 | 5116 | 5117 | 5118 | 5119 | 5123
Bewul3tsein / Verhalten
Apathie +++ / / / / / / ++
.Betrunkener" Zustand +++ + / / / / / ++
Kopfschitteln und Ohrenkratzen + / / / / + / /
Bewegungsablauf
Schwankende Bewegung + ++ + + +++ / / +++
Hypermetrie / ++ + + / / + ++
Dysmetrie / ++ / / / / + +++
Intentionstremor des Kopfes + + / / + + / +++
Tremor der Gliedmassen / ++ / / + / / /
Storungen der kontralateral- / +++ + + / / + ++
alternierenden Schrittfolge
Paraparese +++ +++ + / + ++ / +++
Haltungs- und Stellreaktion
Breitbeiniger Stand / + / / / / / +++
Hypertonie Hals und Gliedmassen + +++ + / ++ + + /
Dorsoflexion des Kopfes + + / / ++ / / /
Stellreaktionen / ++ / / / / / +++
“Aufsteh-Prufung” --- - --- - --- -- - nu
Spinale Reflexe
Patellarreflex --- ++ -- / -- --- -- nu
Pannikulusreflex --- + - / - +/- + +++
Schmerzempfindung --- -- / / / / / /
Kopfnervenfunktionen
Pupillarreflexe --- / / / / / / nu
/ =nicht beobachtet, - =geringgradig reduziert, - - =mittelgradig reduziert; - - - =hochgradig reduziert; +

=geringgradig erhoht; + + =mittelgradig erhoht; + + + =hochgradig erhéht; nu= nicht untersucht




Tab. 7: Experimentelle Intoxikation mit Ipomoea fistulosa bei Ziegen (n=14)

Ziege Gewicht- Durch- Futterpréferenz Durch- Todestag Auftreten der
Reg.Nr. abnahme schnittliche schnittliche nach Beginn ersten klinischen
des Futteraufnahme Dosis von  der Fitterung Symptome
Anfangs-  (g/kg KM/Tag) I. fistulosa (Tag)
gewichtes (g/kg KM/
(%) Tag)
Gruppe 1
5079 26 13,2 - 13,2 61° 26
5069 37 14,9 - 14,9 70 24
5070 35 14,5 - 14,5 105" 22
Gruppe 2
5082 6 18,3 indifferent 75 21" -
5081 6 19,3 P. purureum 8,5 30" -
5080 8 16,1 indifferent 6,1 40° 28
5075 22 13,5 indifferent 57 53° 41
5072 48 15,4 P. purureum 5,2 77 42
5071 7 25,3 P. purureum 8,6 88’ 41
Gruppe 3
5076 0 21,7 |.fistulosa 51 53° 40
5074 30 18,3 indifferent 3,7 643 38
5073 9 23,4 I. fistulosa 4,7 83 25
Gruppe 4
5024 0 Weidehaltung - 0 - -
5067 19 254 - 0 - -

! spontaner Tod

? Euthanasiert im moribunden Zustand
Euthanasiert mit ausgepragten neurologischen Symptomen
Euthanasiert ohne Symptome



Tab. 8: Starkegrad neurologischer Stérungen bei Ziegen mit experimenteller Ipomoea
fistulosa-Vergiftung; Zeitraum zwischen dem 50. - 65. Versuchstag (n=9)

Ziege 5075 | 5076 | 5079 | 5074 | 5069 | 5072 | 5073 | 5071 | 5070
Todestag 53 53 61 64 70 77 83 88 105
Bewultsein / Verhalten
Apathie +++ / / FIFIFI + . + +
Exzitation / ++ / / / ++ / ++ /
.Betrunkener* Zustand / / ++ +++ | ++ -+ | -+ +++
Halluzinationséhnliche Symptome / / / / / / + ++ +++
Kopfschitteln und Ohrenkratzen / / + + + / + + +
Bewegungsablauf
Schwankende Bewegung / ++ +++ + | | A | A |
Hypermetrie / ++ ++ / o+ | + + ++
Dysmetrie / ++ / / + +++ + + +
Intentionstremor des Kopfes / + + + ++ + + + +
Tremor der Gliedmassen / ++ +++ / / +++ / / /
Stérung der kontralateral- / ++ +++ + / +++ + T+ +
alternierenden Schrittfolge
Umfallen bei Drohbewegung / / +++ / +++ / +H+ | A+ |+
Hemiparese / / / / + / + / /
Paraparese / / ++ ++ +++ | +++ ++ +++
Tetraparese +++ / / / ++ / / + +
Haltungs- und Stellreaktionen
Breitbeiniger Stand / + +++ / +++ | +++ ++ +++ +
Hypertonie Hals und Gliedmassen +++ + ++ / +++ | | + +
Dorsoflexion des Kopfes — / . / | | A | |
Stellreaktionen --- + +++ + +++ | ++ ++ ++
“Aufsteh-Prifung” --- - --- - - --- - .- .-
Spinale Reflexe
Patellarreflex .- ++ | +H--- -- [ .- + - -
Pannikulusreflex - - |+ ++/- - / e | 4+ + ++ --
Schmerzempfindung --- ++ ++ / | A | + +++
Myoklonus +++ + + + / / + / +
Kopfnervenfunktionen
Pupillarreflex / / .- / / / / / /
Strabismus +++ / / / + / + / /
Abnormer Nystagmus / / / / + +++ / + T+
/ =nicht beobachtet, - =geringgradig reduziert, - - = mittelgradig reduziert; - . =hochgradig reduziert; +

=geringgradig erhoht; + + =mittelgradig erhoht; + + + =hochgradig erhéht. hochgradiger Torticollis



Tab. 9: Chronologie des ersten Auftretens neurologischer Symptome bei der experimentellen
Ipomoea fistulosa-Vergiftung (n=12)

Ziege 5082 | 5081 | 5080 | 5075 | 5076 | 5079 | 5074 | 5069 | 5072 | 5073 | 5071 | 5070
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 | 105
Bewuf3tsein / Verhalten
Apathie / / / 41 / / 53 24 65 25 41 22
Exzitation / / / / 49 / / / 50 / 43 /
.Betrunkener* Zustand / / / / / 45 60 43 65 30 41 44
Halluzinationséhnliche Symptome / / / / / / / 44 / 37 41 52
Kopfschitteln und Ohrenkratzen / / 37 44 49 26 38 44 42 37 50 44
Bewegungsablauf
Schwankende Bewegung / / 39 47 44 26 47 39 49 37 41 44
Hypermetrie / / 39 / 44 26 / 39 45 43 41 49
Dysmetrie / / / / 44 / / 43 51 44 41 52
Intentionstremor des Kopfes / / / / 43 37 51 43 57 30 45 55
Tremor der Gliedmassen / / / / 49 57 / / 46 / / /
Stérung der kontralateral- / / / / 40 51 61 / 56 43 52 62
alternierenden Schrittfolge
Umfallen bei Drohbewegung / / / / / 58 / 59 68 46 52 62
Hemiparese / / / 47 / / / 51 / 39 87 /
Paraparese / / 28 43 49 37 44 39 65 30 50 43
Tetraparese / / / 53 / / / 65 75 e 56 65
Haltungs- und Stellreaktionen
Breitbeiniger Stand / / / / 49 51 / 43 64 43 41 44
Hypertonie Hals und Gliedmassen / / / 51 44 43 / 39 42 46 45 43
Dorsoflexion des Kopfes / / / / 44 44 / 44 42 43 41 41
Stellreaktionen / / / 47 44 43 59 44 42 46 50 55
“Aufsteh-Priifung” / / 30 51 40 26 | 44 44 | 49 30 41 35
Spinale Reflexe
Patellarreflex / / / 47 50 61 | 49 58 57 55 55 62
Pannikulusreflex / / / 44 49 44 / 58 57 37 55 62
Schmerzempfindung / / / 53 53 61 / 59 50 51 64 37
Myoklonus / / / 52 49 60 59 39 68 57 45 /
Kopfnervenfunktionen
Pupillarreflex / / / / / 60 / / 68 43 79 69
Strabismus / / / 53 / / / 39 76 55 / /
Abnormer Nystagmus / / / / / / / 39 49 37 41 52

/ =nicht beobachtet




Tab. 10: Starkegrad neurologischer Stérungen bei Ziegen mit experimenteller Ipomoea fistulosa-
Vergiftung am Todestag

Ziege 5082 | 5081 | 5080 | 5075 | 5076 | 5079 | 5074 | 5069 | 5072 | 5073 | 5071 | 5070
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 | 105
Bewuf3tsein / Verhalten
Apathie / / / +++ / / 4+ | A | A | | A |
Exzitation / / / / ++ / / / / / / /
.Betrunkener* Zustand / / / / / | / / | A | At
Halluzinationséhnliche Symptome |/ / / / / / / / / / / /
Kopfschitteln und Ohrenkratzen / / ++ / / +++ |+t / / + / /
Bewegungsablauf
Schwankende Bewegung / / + / ++ | +++ + / / / / /
Hypermetrie / / + / ++ | / / / / / /
Dysmetrie / / / / ++ / / / / / / /
Intentionstremor des Kopfes / / / / ++ + + + + + + /
Tremor der Gliedmassen / / / / ++ ++ / / / / / /
Umfallen bei Drohbewegung / / / / / +++ / / / / / /
Hemiparese / / / / / / / / / / +++ /
Paraparese / / + / ++ ++ |+t / / +++ / /
Tetraparese / / / +++ / / / +++ | +++ ++ ++ +++
Haltungs- und Stellreaktionen
Breitbeiniger Stand / / / / + +++ / / / / / /
Hypertonie Hals und / / / +++ ++ ++ / +++ | / +++ /
Gliedmassen
Dorsoflexion des Kopfes / / / . / +++ / +H+ | + +++ /
Stellreaktionen / / / --- + +++ + +H+ | |+ ++ /
“Aufsteh-Prufung” / / - --- - --- - e e e
Spinale Reflexe
Patellarreflex / / / --- ++ | --- -- --- - R BT
Pannikulusreflex / / [ -+t ++ / e T B o T B
Schmerzempfindung / / / --- ++ ++ / --- / / SRR BT
Myoklonien / / / +++ + / + - / -- -- /
Kopfnervenfunktionen
Pupillarreflexe / / / / / --- / / --- / e | -
Strabismus / / / +++ / / / +H+ | / +++ /
Abnormer Nystagmus / / / / / / / +H+ | / +++ |
/ =nicht beobachtet, - =geringgradig reduziert, - - =mittelgradig reduziert; - - - =hochgradig reduziert;

+ =geringgradig erhoht; + + =mittelgradig erhoht; + + + =hochgradig erhoht.

hochgradiger Torticollis




Tab. 11: Im H.E.-Schnitt erkennbare zytoplasmatische Vakuolisierung bei spontaner und experimenteller Vergiftung durch Ipomoea fistulosa bei

Ziegen (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 75 8.5 6.1 5.7 51 132 37 149 52 4.7 86 145
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
Organ Zellen

Gehirn Neuronen (*)h  ++h +h ++h  ++h ++ +++ 4+ +h +++ +++ 4+ 4
Pankreas Azinus Zellen + +++ - + ++ +++ A+ ++ +++ ++ +++ +++ +++  +++
Leber Hepatozyten, - - - - - - ++ + + ++ - ++ ++ ++ +++

Kupffer-Zellen

Schilddrise Follikelzellen - - nu + + Hh +h ++ (+) +) nu +++h (+¥)h  ++h
Nebenniere Rindenzellen - - - - - - - - - +h + (+) + + +
Lymphknoten Makrophagen - - - + +cS + +h + (+) ++ (+) + (+) + ++
Milz Makrophagen - - - - - (+) - nu (+) + - - - nu +
Hoden Keimepithel w w nu w w w w +++ w w w +++ w +++

sV= spontane Vergiftung; h= herdférmig; nu= nicht untersucht; cS= Ln. cervicalis superficialis; w= weiblich



Tab 12: Im H.E.-Schnitt erkennbare zytoplasmatische Vakuolisierung verschiedener Gehirngebiete bei spontaner und experimenteller Vergiftung von

Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5013 5014 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 14.5
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
Gehirngebiet

Cortex cerebri - ++ - - €] +/++ ++ +/4++ [ - (+) ]+ ++ ++ ++
Corpus striatum - -/ ++ - - -/ + S+ A A (B -+ (D) ()
Hippocampus - - - - - + +/++ -4+ -+ -/ ++ - -/ ++ nb -/ ++ +++
Corpus amygdaloideum - €] - - - ++ ++ + ++ ++ - ++ nu ++ ++
Thalamus - -/ ++ - SR Y I S I R I R o Y A e A - SR = Y I S e Y
Tectum und Tegmentum - -+ - - -+ (B B+ - - - -+ - -+ -l -+
mesencephali

Cortex cerebelli N e T e S+ s A A A (D) (B -+ A
Nucc. cerebelli - -/ + - - (+) + ++ +H+++ + [+ A - (F) [+t ++ ++ +++
Pons - -1+ - - -1+ Y Y N €5 I B S (O WS - -1+ nu -1+ -+
Medulla oblongata - -/ ++ - - o Y I € e I R Y = - e Y e N R e E s
Medulla spinalis - -+ - - - H/I+ B+ I -+ ) - -1 (+) nb - +/++

1 -/+ = minimale/maximale Auspragung innerhalb dieser Gehirngebiete; nb= nicht beurteilbar; nu= nicht untersucht



Tab. 13: Im H.E.-Schnitt erkennbare Sphéroide in verschiedenen Gehirngebieten bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch

Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis(g/kg sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 51 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 14.5
KM/Tag) 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
Todestag

Gehirngebiet

Globus pallidus - - - - - - - (+) (+) - - + + + ++
Nucc. thalami - - -1+ - - - - - - - - +) - . -+
Substantia nigra + + + - - (+) (+) (+) + (+) + (+) + + ++
Cortex cerebelli B Y = = - - - I -l -l - (®) - -+ . Y TR
Nucc. cerebelli +/++ -+ () )+ -+ -+ () ++ 1+ [+t [+ A A+ +/ ++
Nucc. pontis - - (+) - - - - - - - - +) - nu ¥
Nucc. vestibularis -+ /() -+ - - -1 (+) R €O VR Y I Y o Y b -+ (B)I+ -+
Nuc. cuneatus - €] - - - - +++ -/ (#) - -1 (+) ++ -] ++ ++ + T+
lateralis

Nuc. olivaris -+ -+ - - - - -1+ - -1 () - -1+ ++ -4+ (+) - ++
Medulla spinalis -1+ - - - - - G - - -l -+ - - - -+

1 -/+ = minimale/maximale Auspragung innerhalb dieser Gehirngebiete; nu= nicht untersucht



Tab. 14: Im H.E.-Schnitt erkennbare Astrogliose in verschiedenen Gehirngebieten bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea

fistulosa (n=15)

Ziege 5013 5014 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 85 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 145
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
Gehirngebiet

Globus pallidus ++ + + - - - ++ I+ () (B+ ++ - Y
Nucc. laterales thalami R R - - - - o A Y Y I R A N & Y [ Y IS S I
Substantia nigra ++ + + - - - ++ ++ + + 4+ ++ ++ A+
Nucc. cerebelli + ++ + - - + ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++
Nucc. vestibularis + + - - - - + + - ++ T+ Tt + Tt .

1 -/+ = minimaeste/maximaeste Auspragung innerhalb dieser Gehirngebiete



Tab. 15: Topographische Lokalisation der neuronalen Vakuolisierung bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 149 52 4.7 8.6 14.5
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
GEHIRNGEBIETE
Telencephalon
Cortex cerebri
C. frontalis - ++ - - +) ++ ++ ++ ++ + +) ++ ++ ++ ++
C. parietalis - ++ - - +) ++ ++ ++ ++ ++ (+) ++ ++ ++ ++
C. temporalis - ++ - - (+) + ++ + + ++ (+) ++ ++ ++ ++
C. occipitalis - ++ - - (+) + ++ ++ + ++ - + nu ++ ++
Corpus striatum
Nuc. caudatus - ++ - - - +) + (+) + + - + + + ++
Nuc. accumbens - - - - - - - + + +) it nb (+) +
Nuc. lentiformis-Putamen - ++ - - - ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ +++
Nuc. lentiformis-Pallidum - ++ - - - + ++ + + ++ - +) + ++ +++
Claustrum - + - - + + ++ ++ ++ +++ +) ++ ++ ++ +++
Rhinencephalon
Hippocampus
Stratum moleculare - - - - - + + ++ + ++ - ++ nb ++ +++
Stratum granulosum - - - - - + + - - - - - nb - T
Stratum subgranulare - - - - - + ++ + - ++ - - nb ++ +4++
Gyrus parahippocampalis - - - - - (+) + + - ++ - - nu (+) +
Corpus amygdaloideum - +) - - - ++ ++ + ++ ++ - ++ nu ++ ++
Diencephalon
Thalamus
Nucc. rostrales - - - - - + - - - - - - - + ++
Nucc. mediales - + - + ++ ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ +++
Nucc. laterales
Nuc. I. dorsalis - ++ - + + ++ +++  +++ ++ + - ++ ++ +++ e+t
Pulvinar - + - + ++ +++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ +++
Nuc. I. ventralis - +++ - ++ ++ ++ +++ - +++ ++ +++
Metathalamus
Nucc. geniculati - + - (+) + ++ ++ ++ + + - + nb + ++
Subthalamus
Zona incerta - + - - - ++ ++ + ++ ++ - ++ nb + ++
Nucc. subthalamici - ++ - + +) ++ ++ + ++ ++ - - nb ++ ++
Nuc. endopeduncularis - - - - - + ++ - + - - - nb + ++
Hypothalamus
Nucc. hypothalami - - - - - + +) - - - - - nb - +
Corpus mamillare - - - - - - + nu - - - - nb - -




(Fortsetzung)
Tab. 15: Topographische Lokalisation der neuronalen Vakuolisierung bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 75 85 61 57 51 132 37 149 52 47 86 145
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 8 105

GEHIRNGEBIETE
Mesencephalon
Tectum mesencephali

Colliculus rostralis - - - - +) + +) +) +) ++ - +) nu + +
Colliculus caudalis - - - - +) ++ +) nu + + - nu nb + ++
Tegmentum mesencephali
Substantia grisea centralis - - - - - +) +) +) + + + +) nb + ++
Nuc. tr.mesencephalici n. trigemini - - - - - + (+) - - - - - - (+) -
Nuc. motorius n. oculomotorii - - - - - + +) +) +) +) - +) nb +) -
Nuc. parasympathicus - - - - - +) +) - - +) - - nb + -
n.oculomotorii
Nucc. tegmenti (Nuc. interstitieis) - - - - - +) +) + + + - + nb + ++
Nuc. ruber - + - - - + + + ++ ++ +) + + + ++
Substantia nigra - - - - - + + - - - - +) nb - +
Nuc.mesencephalicus profundus - - - - - +) +) nu ++ ++ - ++ nu ++ -
Nuc. lemnisci lateralis - - - - - (+) + +) +) ++ - - nu + +)
Nuc. marginalis ped. cereb. rostralis - - - - - +) + +) + + - - nu + nu
Nuc. interpeduncularis - - - - - +) + - - nu - - nu nu -
Formatio reticularis - + - - +) +) + +) + + - + nb + +
Metencephalon
Pons
Pars dorsalis pontis
Formatio reticularis - + - - +) + + +) + ++ - + nu + +
Nuc. tr. mesencephalici n. trigemini - - - - - - - +) ++ (+) - - nu nu nu
Nuc. motorius n. trigemini - - - - nu nu ++ - - ++ - - nu - -
Nuc. sensibilis pontinus n. trigemini - - - - nu nu + +) nu + nu nu nu +) ++
Nuc. coeruleus - - - - - nu + - nu + - + nu - -
Nuc. lemnisci lateralis - - - - - - + +) nu nu - +) nu - +)
Nuc. dorsalis corporis trapezoidei - - - - + + + +) +) + - + nu + ++

Pars ventralis pontis -
Nucc. pontis - - - - + + + - (+) + - + nu + ++




(Fortsetzung)

Tab. 15: Topographische Lokalisation der neuronalen Vakuolisierung bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 14.5
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
GEHIRNGEBIETE
Metencephalon
Cortex cerebelli
Vermis
Lobus rostralis
Lingula cerebelli (+) (+) ++ (+) (+) +++ +++ ++ +++ +++ - +++ +++ ++ +++
Lobulus centralis ) + +++ ) + +++ +++ ++ +++ +++ +) +++ +++ +++ +++
Culmen + +) +++ +) ++ +++ +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
Lobus caudalis
Vermis
Declive + ++ +++ + ++ ++ +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
Folium vermis - + + + + ++ +++ +++ +++ ++ - +++ +++ +++ +++
Tuber vermis - ++ ++ + + ++ +++ ++ ++ ++ - +++ ++ ++ +++
Pyramis - ++ + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++
Uvula - + +) + + ++ ++ ++ ++ +++ - +++ ++ ++ +++
Hemispherium cerebelli
Lobulus paramedianus - - (+) +) + + nu nu ++ + - + + + ++
Lobulus ansiformis - + + ) ) ++ +++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++
Paraflocculus - +) +) +) +) + ++ + + + - ++ + + ++
Lobus flocculonodularis
Vermis
Nodulus - nu - - - + + nu (+) ++ - ++ + + ++
Hemispherium cerebelli
Flocculus - (+) - (+) (+) + + ++ ++ + - ++ ++ ++ +
Nucc. cerebelli
Nuc. fastigii - + - - +) + ++ +++ ++ +++ - + ++ ++ +++
Nucc. interpositi cerebelli - + - - +) + ++ ++ + ++ +) ++ ++ ++ ++
Nuc. lateralis cerebelli - - - - (+) + ++ ++ + ++ (+) + ++ ++ +++




(Fortsetzung)
Tab. 15: Topographische Lokalisation der neuronalen Vakuolisierung bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 75 85 61 57 51 132 37 149 52 47 86 145
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 83 105

GEHIRNGEBIETE
Myelencephalon
Medulla oblongata

Formatio reticularis - (+) - - - (+) + (+) + + - +) nb - ++
Nuc. motorius n. hypoglossi - - - - - - +) - - - - - nb nu -

Nuc. intercalatus - - - - - - +) - - - - - nb nu -

Nuc. ambiguus - - - - - - + - - - - - nb (+) -

Nuc. parasymphaticus n. vagi et - - - - - - (+) - - - - - nb + -

glossopharyngei

Nuc. tractus solitarii - - - - - - - - - - - - nb - +

Nuc. motorius accessorius - - - - - - +) - - nu - - nb - nu
Nuc. tractus spinalis n. trigemini - + - - - (+) + (+) + ++ - - nb - +)
Nuc. motorius n. trigemini - + - - - (+) ++ €] + ++ - + nb - ++
Nucc. cochleares - - - - - - +) +) +) + - - nb nu (+)
Nuc. vestibularis lateralis - - - - - + ++ + + + - +) nb +) ++
Nuc. vestibularis medialis - - - - - (+) + - - +) - - nb (+) +
Nuc. vestibularis caudalis - - - - - (+) + - - - - - nb (+) +
Nuc. motorius n. facialis - + - - - +) - +) - + - +) nb (+) nu
Nuc. motorius n. abducentis - - - - - nu (+) + - + - - nb (+) +

Nuc. gracilis - - - - - (+) + - - - - - nb (+) (+)
Nuc. cuneatus medialis - - - - - - + +) - - - - nb (+) ++
Nuc. cuneatus lateralis - - - - - +) + - (+) (+) - - nb (+) ++
Nuc. funiculi lateralis - - - - - (+) + - - +) - +) nb +) +

Nuc. olivaris accessorius dorsalis - ++ - - ++ ++ ++ ++ + ++ - +++ +++ ++ ++
Nuc. olivaris accessorius ventralis - ++ - - + ++ ++ ++ + ++ - ++ +++ ++ ++
Medulla spinalis

Pars cervicalis - + - - - +) + (+) - (+) - - nb - ++
Pars thoracica - - - - - (+)/+ (+) (+) +) +) - +) nb - +

Pars lumbalis - - - - - +) +) - () /1+ +) - - nb - ++
Pars sacralis - - - - - (+) (+) - nu (4) - - nb - ++

1, nb= nicht beurteilbar; nu= nicht untersucht



Tab. 16: Topographische Lokalisation der axonalen Sphéaroide bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege
Dosis (g/kg KM/Tag)
Todestag

5113 5114 5123

sV

sV

sV

5082
7.5
20

5081
8.5
30

5080 5075 5076 5079

6.1
40

5.7
53

5.1
53

13.2
61

5074 5069 5072

3.7
64

14.9
70

5.2
77

5073 5071

4.7
83

8.6
88

5070
14.5
105

GEHIRNGEBIETE
Telencephalon
Cortex cerebri
C. frontalis
C. parietalis
C. temporalis
Corpus striatum
Nuc. lentiformis-Pallidum
Diencephalon
Thalamus
Nuc. medialis
Nuc. lateralis ventralis
Metathalamus
Nucc. geniculati
Subthalamus
Zona incerta
Nuc. subthalamicus
Mesencephalon
Tectum mesencephali
Colliculus rostralis
Colliculus caudalis
Tegmentum mesencephali
Substantia grisea centralis
Nuc. tr.mesencephalici n. trigemini
Nuc.ruber
Substantia nigra
Nuc. lemnisci lateralis
Nuc. marginalis ped. cereb.
rostralis
Metencephalon
Pons
Pars ventralis pontis
Nucc. pontis

*)

(+)

()
*)

nu

*)

nu

(+)
)

*)

nu

(+)
)

++
nu




(Fortsetzung)
Tab. 16: Topographische Lokalisation der axonalen Sphéaroide bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 14.5
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
GEHIRNGEBIETE
Metencephalon
Cortex cerebelli
Vermis
Lobus frontalis
Lingula + - +++ - - - (+) (+) ++ - (+) + + (+) +++
Lob. centralis + - +++ - - - (+) - ++ - (+) + + + 4+
Culmen (+) - +++ - - - (+) (+) ++ - (+) + + + 4+
Lobus caudalis
Vermis
Declive + - +++ - - - (+) (+) ++ - (+) + + ++ 4+
Folium vermis - - + - - - (+) - + - - (+) + + T
Tuber vermis - + + - - - (+) - (+) - (+) + + + et
Pyramis - + +++ - - - (+) (+) + - (+) + + + nu
Uvula (+) - +++ - - - (+) - (+) - - (+) + ; 4+
Hemispherium cerebelli
Lob. paramedianus nu nu + - - - nu nu +) - +) +) nu +) +
Lob.ansiformis - - + - - - (+) - (+) - (+) (+) - (+) +
Paraflocculus - - + - - - +) - - - - (+) - (+) -
Lobus flocculonodularis
Vermis
Nodulus nu nu - - - - - nu (+) (+) - - +) - ++
Hemispherium cerebelli
Flocculus - - + - - - - (+) + R (+) - + +) +
Nucc. cerebelli
Nuc. fastigii ++ + (+) (+) - ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +4++ ++ +
Nuc. interpositus cerebelli ++ + + (+) + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++
Nuc. lateralis cerebelli + - + - - (+) ++ + ++ + ++ + ++ +4+ ++




(Fortsetzung)
Tab. 16: Topographische Lokalisation der axonalen Sphéaroide bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 75 85 6.1 5.7 51 132 3.7 14.9 5.2 4.7 86 145
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
GEHIRNGEBIETE
Myelencephalon
Medulla oblongata
Nuc. tractus solitarii - - - - - - - - - - - - - (+) R
Nuc. tractus spinalis n. - - - - - - + - - - - - - - ++
trigemini
Nucc. cochleares - - - - - - - - - - - - - nu (+)
Nuc. vestibularis lateralis + (+) + - - +) + + + ++ +/++ ++ + + +)
Nuc. vestibularis medialis - - - - - - - + - +) - - - + -
Nuc. vestibularis caudalis - - - - - - - +) - - - - - (+) +
Nuc. gracilis + - - - - - - (+) - . ++ . . + _
Nuc. cuneatus medialis - - - - - - + - - - ++ - ++ + ++
Nuc. cuneatus lateralis - +) - - - - ++ (+) - (+) ++ -+ ++ + +
Nuc. funiculi lateralis - - - - - - - - - (+) - - - - +
Nuc. olivaris accessorii + ++ - - - - - - (+) - + ++ ++ (+) -
dorsalis
Nuc. olivaris accessorii - - - - - - + - - - - ++ - (+) ++
ventralis
Medulla spinalis
Pars cervicalis - - - - - - -1+ -1 - - - - - - -
Pars thoracica - - - - - - - - - - () -1 (%) - - .
Pars lumbalis - - - - - - - - - -1 (+) - -1 (+) - - -1+
Pars sacralis + - - - - - -/ () - nu /() -+ - (4) - - -/ ++




Tab. 17: Proliferation der Bergmann-Glia im Cortex cerebelli bei spontaner und experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea
fistulosa (n=15)

Ziege 5113 5114 5123 5082 5081 5080 5075 5076 5079 5074 5069 5072 5073 5071 5070
Dosis (g/kg KM/Tag) sV sV sV 7.5 8.5 6.1 5.7 5.1 13.2 3.7 14.9 5.2 4.7 8.6 14.5
Todestag 20 30 40 53 53 61 64 70 77 83 88 105
GEHIRNGEBIETE
Metencephalon
Cortex cerebelli
Vermis
Lobus frontalis
Lingula - - + - - - - - + + - + - ; ++
Lob. centralis - - +++ - - - ++ - + + + + . + ++
Culmen - - +++ - - + ++ + + + ++ + - + ++
Lobus caudalis
Vermis
Declive - - +++ - - + ++ + ++ ++ + + - + ++
Folium vermis - - + - - - ++ + ++ - + (+) - + ++
Tuber vermis - - ++ - - - + - - - + (+) - . ++
Pyramis - - +++ - - - - + + - + + - + ++
Uvula - - + - - - - - - - + (+) . + ++
Hemispherium cerebelli
Lob. paramedianus - - + - - - - - - - - - - + -
Lob.ansiformis - - + - - - + - - - + - - + -
Paraflocculus - - + - - - + - - - - - - - -
Lobus flocculonodularis
Vermis
Nodulus - - + - - - - - - - - - - - -
Hemispherium cerebelli
Flocculus - - + - - - + - - + - - - - -




Tab. 18: Lektinhistochemische Darstellung der Vakuolenmembranen in den verschiedenen Organen bei
experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa

Organen Zellen PNA BS-l Con-A DBA SBA LCA RCA WGA S-WGA UEA-
ZNS Neuronen - - +++ - - +++ - +++ +++ -
Gliazellen - - - - - +++ - +++ +++ -
Perivaskuldre Zellen  +++ - +++ - - +++ - +++ +++ -
PNS Ganglienzellen - - +++ - - - - +++ - -
Schwannzellen - - +++ - - - - +++ +++ -
Pankreas Azinuszellen - - +++ - - + - +++ - -
Leber Hepatozyten - - (+) - - (+) - ++ - -
Kupffer-Zellen - - +++ - - + +++ 4+ - -
Schilddriise Follikelepithelzellen - - +++ - - - - 4+ - -
Lymphknoten Lymphoblasten - - - - - - 4+ - - .
Makrophagen - - +++ - - - + ++ - -
Niere Tubulusepithel ++ - +++ - - - - +++ + -

Herz Endomysium - - +++ - - - - +++ - -




Tab 19: Elektronenmikroskopisch erkennbare zytoplasmatische Vakuolisierung in der Declive
des Cortex cerebelli bei experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea
fistulosa (n=5)

Ziege 5081 5080 5075 5074 5069
Dosis (g/kg KM/Tag) 8.5 6.1 5.7 3.7 14.9
Todestag 30 40 53 64 70
Cortex cerebelli Zellen / Struktur
Stratum moleculare Sternzellen -1+ +/++ -
Korbzellen +/++ A -
Parallelfasern - - ) - -
Purkinjezellendendriten - - +) ) -
Kletterfasen - - ) +) -
Korbzellenaxone - - ) +) -
Bergmann-Glia - - + + -
Stratum neuronium piriformium  Purkinjezellen ++ +++ +++ +++ -
Stratum granulosum Kornerzellen - +) + ) -
Grol3e Golgizellen - +++ +++ +++ ++
Kleine Golgizellen - +++ +++ ++ -
Horizontalzellen - +++ + ++ -

Substantia alba Axone - - + - -




Tab 20: Elektronenmikroskopisch erkennbare axonale Degeneration in der Declive des Cortex
cerebelli bei experimenteller Vergiftung von Ziegen durch Ipomoea fistulosa (n=5)

Ziege 5081 5080 5075 5074 5069
Dosis (g/kg KM/Tag) 8.5 6.1 5.7 3.7 14.9
Todestag 30 40 53 64 70
Cortex cerebelli Zellen / Struktur
Stratum moleculare Parallelfasern - ) +) (+) -
Purkinjezellendendriten - +) +++ +++ +)
Kletterfasern - - + + -
Korbzellenaxone - +) + + +
Stratum granulare Purkinjezellaxone + + +++ +++ +
Glomerulus cerebellosus - - + + -
Moosfasern-Rosette - - + + -
Substantia alba Axone (+) (+) nu +++ -
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9 LOSUNGEN, PUFFER, BEZUGSQUELLEN
9.1 Losungen und Puffer
9.11 Immunfarbung

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Losung (DAB)
100mg DAB in 200ml 0,1 M Imidazol/HCI Puffer, pH 7,1 I6sen und mischen
(Magnetrihrer), anschliel3end filtrieren und 70ul H,O, (30%) zugeben.
0.1 M Imidazol/HCI Puffer
6.81g Imidazol reinst mit Aqua dest. auf 1000ml auffillen und etwa 500ml 0,1
M HCI zufiigen (bis pH 7,1 erreicht ist).
Papanicolaou-Ldsung
Papanicolaou-L6sung und Aqua dest. im Verhéaltnis 1:20 mischen und filtrieren
(Whatman Filter 1).
Tris-buffered saline (TBS), pH 7,6
Stammldsung (10x):
60,75 g Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan
610 ml Aqua dest.
etwa 390 ml 1N HCI (TritrisolJ) bis pH 7,6 erreicht ist.
Gebrauchslosung:
100 ml Stammldsung
900 ml NaCl 0,8% in Aqua dest.
Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4
21,76 g NacCl krist.
3,592 ¢ Na,HPO, 2x H20 p.a.
0,544 g KH,PO, p.a.
2420 ml H,O dest.

9.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer 0,166 M (340 mOsml), pH 7,45
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35,324 g Cacodylsaure Na-Salz Trihydrat

96 ml HCI 0,1 M

Aqua dest. ad 1000 ml

Einstellen des pH-Wertes mit 1 N HCI. Aufbewahren bei 4°C.
Glutaraldehydl6sung 3 %

35,324 ml Glutaraldehyd 25%

96 ml Cacodylatpuffer 0,166 M

Vor Gebrauch frisch ansetzen.

Osmiumtretroxidlosung 1%

500 mg OsOy- Kristalle

50 ml Cacodylatpuffer 0,166 M

Losung in lichtundurchlassiger, fest verschlossener Flasche im Dunkeln bei

4°C aufbewahren.
Epont-Mischung ohne Beschleuniger

8,1 ml Epon 8120

5,0 ml Epon Harter, DDSA

4,45 ml Epon Harter, MNA

17,55 ml Ethanol p.a.

Mischung etwa 15 min vor dem Auftragen herstellen und auf dem Magnetrihrer

mischen.
Epont-Mischung mit 2% Beschleuniger

8,1 ml Epon 8120

5,0 ml Epon Harter, DDSA

4,45 ml Epon Harter, MNA

0,375 ml Beschleuniger DPM-30

Mischung etwa 15 min vor dem Auftragen herstellen und auf dem Magnetrihrer
mischen.

Uranylazetatlésung 11%

1,1 g Uranylazetat

10 ml Aqua bidest.
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Bei Temperatur von etwa 60°C auflosen und in einem dunklen Gefaf3 bei 4°C
aufbewahren. Innerhalb weniger Tage verbrauchen. Vor Gebrauch mit
Millipore-Filter (0,22um) filtrieren.

Bleizitratlosung 0,4 %

0,04 g Bleizitrat-trihydrat

10 ml Aqua bidest.

Bei Temperatur von etwa 60°C |6sen und in einem dunklen Gefal3 bei 4°C
aufbewahren. Inerhalb weniger Tage verbrauchen. Vor Gebrauch mit Millipore-

filter (0,22um) filtrieren.

9.2 Bezugsquellen

921 Chemikalien

Electron Microscopic Sciences, Washington, USA
Glutaraldehyd 25% solution, 16210

Fluka AG, Buchs, Ch
Epon 812®, 45345

Epon Harter, DDSA, 45346
Epon Harter, MNA, 45347

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu UIm
3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) purum p.a., 32750
Imidazol, 56750

I. Hecht, Kiel-Hassee
Eukitt® (Corbit-Balsam)

E. Merck, Darmstadt
Aceton, reinst, 13
Eosin, gelblich, 1345
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Formaldehydldsung, mind. 37% s&urefrei, 3999
Hamatoxylin, 4305

Methanol, reinst, 6008

Methylenblaul6ésung, 1287

Natriumchlorid krist., einst, 6404

Papanicolaou Losung 1b, 9254

Perhydrol 30% H,0,, 7210

2-Propanol (Isopropylalkohol), reinst, 8995
Salzsaure, (Titrisol®) 1Mol/l, 997

Tris (Hydroxymethyl)-aminomethan (LAB), 8389
Uranylazetat, 8473

Carl Roth KG, Chemische Fabrik, Karlsruhe
Cacodylsaure Na-Salz Trihydrat, 5169
Osmium (VIII) Oxid, 8371

Roti-Histol®, 6640

Serva Feinbiochemika GmbH und Co., Heidelberg
Bleizitrat-trihydrat, 15158
Ethylenmercuri-thiosalycylsaure Na-Salz (Methiolat) pharm. 77018

Sherwood Medical Industries, St. Louis, Mi, USA
Paraplast® Erstarr.-P. 56-57°, HRI 8888-501006
922 Antiserum

Schachthof Giel3en

Schweineblut

Veterinarklinik | der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Pferdeserum
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Abb.
ABC
BA

BS-I
Con-A
DAB
DBA
EMBRAPA
FAO
Fuc

g
GABA
GAD
Gal
GalNAc
GFAP
Glc
GIcNAc
H.E.
IBGE
kg

KM
LCA
Man
NeuNAc
NF

nu

nb

Nuc.

Nucc.

LISTE DER VERWENDENTEN ABKURZUNGEN

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex

Bahia

Bandeira simplicifolia

Concanavalia ensiformis
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Losung
Dolichos biflorus

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Food and Agriculture Organization
Fucose

Gramm

gama Aminobuttersdure
Glutaminsauredecarboxylase

Galaktose

N-Acetylgalaktosamin

Saures Gliafaserprotein (glia fibrillary acidic protein)

Glukose
N-Acetylglukosamin
Hamatoxylin-Eosin
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Kilogramm
Kbdpermasse

Lens culinaris
Mannose
N-Acetylneuraminséure
Neurofilament

nicht untersucht

nicht beurteilbar
Nucleus

Nuclei
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PE Pernambuco

PNA Arachis hypogea

RCA Ricinus communis

rER rauhes endoplasmatsches Retikulum

RJ Rio de Janeiro

SBA Glycine max

S-WGA Succinyl-Triticum vulgaris

Tab. Tabelle

TBS Tris-buffered saline

UEA-I| Ulex europeus

UFRRJ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
WGA Triticum vulgaris

ZNS Zentrales Nervensystem
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